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Plasmodium vivax es una de las 5 especies de parásito que causa malaria en el ser humano, 
registrándose anualmente más de 200 millones de casos en el mundo. A pesar de las medidas y 
estrategias de control frente a esta infección, las tasas de morbi-mortalidad siguen siendo muy 
elevadas, por lo cual el diseño de una vacuna contra esta enfermedad ha sido propuesto como una 
alternativa complementaria, con el mayor costo-beneficio, para controlar la transmisión. Sin 
embargo, su desarrollo se ha visto limitado por las respuestas alelo-específicas generadas, debido a 
la alta variabilidad genética que exhiben algunos antígenos parasitarios considerados como 
potenciales candidatos a vacuna. Por lo tanto, la evaluación de la diversidad genética presente en 
los antígenos candidatos es de particular importancia y debe contemplarse durante el diseño de una 
vacuna completamente efectiva. 
 
En este trabajo, se evaluó la diversidad genética del gen rbsa de P. vivax (pvrbsa) y se analizaron 
las fuerzas evolutivas que modulan tal diversidad, a partir de secuencias de ADN obtenidas de 
muestras clínicas colombianas y venezolanas, previamente identificadas con infección por cepa 
única, recolectadas entre los años 2014 y 2016. A partir de estos análisis, se seleccionaron dos 
regiones de PvRBSA, las cuales fueron producidas de manera recombinante y se determinó cuál de 
ellas está involucrada en la interacción con reticulocitos humanos. Los resultados acá mostrados, 
determinan la potencial utilidad de PvRBSA para el diseño de una vacuna multiestadio/multi-
antígeno contra la malaria causada por P. vivax. 
 
 
Palabras clave: Plasmodium vivax, pvrbsa, Variabilidad genética, Restricción funcional, Vacuna 
antimalárica. 




Plasmodium vivax is one of parasite species causing malaria in humans; more than 200 million 
cases are reported per year worldwide. Despite several control strategies are being used against this 
infection, morbidity and mortality rates remain high. It has been suggested that designing a vaccine 
against malaria could be one of the most cost-effective interventions for controlling the disease. 
However, designing a fully-protective vaccine has been hampered by the allele-specific responses 
induced by the high genetic diversity displayed by parasite antigens. Therefore, assessing parasite 
antigens’ polymorphism must be considered when designing a completely effective vaccine.  
 
In this study, the genetic diversity of P. vivax rbsa (pvrbsa) was assessed, describing the 
evolutionary forces modulating the observed diversity by analyzing DNA sequences obtained from 
Colombian and Venezuelan clinical samples collected from 2014 to 2016. Two recombinant 
PvRBSA protein fragments were produced to determine whether they were involved in 
reticulocytes interaction and thus determining PvRBSA’s potential to be used as candidate for the 
design of a multistage/multi-antigen malaria vaccine against P. vivax. 
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La malaria sigue siendo un serio problema de salud pública alrededor del mundo; anualmente, se 
registran casi 230.000 muertes y se estima que cerca de 367 millones de personas se encuentran en 
riesgo de trasmisión [1], siendo los niños menores de cinco años y las mujeres embarazadas 
quienes presentan mayor peligro de muerte por esta enfermedad [2]. La malaria es causada por 
protozoos del género Plasmodium que son trasmitidos a través de la picadura de mosquitos 
infectados del género Anopheles spp. Las especies de parásitos infectantes para el ser humano son 
P. falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale [3] y P. knowlesi [4]. De ellas, las más prevalentes 
son P. falciparum, que causa el mayor número de muertes en el mundo, predominantemente en 
África, y P. vivax, que presenta una mayor distribución en Asia, América central y del Sur y es la 
responsable de más del 40% de los casos fuera del continente africano [1]. 
 
Para controlar esta enfermedad, se han establecido diferentes estrategias, algunas enfocadas en el 
control y erradicación del vector, utilizando insecticidas residuales de interiores y el uso de 
mosquiteros impregnados con agentes que eviten la trasmisión [1]; así mismo, el diagnóstico 
adecuado y oportuno para garantizar el tratamiento correcto. Sin embargo, la tasa de coinfecciones 
encontradas [5], las limitaciones propias de las técnicas de diagnóstico [6] y la falta de adherencia 
a los tratamientos, podrían estar contribuyendo al aumento en la aparición de parásitos resistentes a 
los tratamientos vigentes [7, 8]. Adicionalmente, también se han encontrado cepas del mosquito 
resistentes a los insecticidas utilizados [9].  
 
Varios grupos de investigación han centrado sus esfuerzos en desarrollar una vacuna contra la 
malaria usando diferentes enfoques: utilizando parásitos atenuados, estrategias prime-boost [10], 
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vectores virales modificados [11], vacunas de ADN [12], fragmentos del parásito o antígenos para 
desarrollar respuestas inmunes protectivas [13-15]. Para ello, se han caracterizado diferentes 
proteínas como posibles candidatos [14-18]. Sin embargo, uno de los mayores obstáculos para el 
desarrollo de una vacuna antimalárica eficaz, es el polimorfismo presente en los antígenos del 
parásito, lo cual conlleva a la generación de respuestas inmunes alelo-específicas, que resultan no 
alcanzar la protección adecuada [19], siendo la diversidad genética un mecanismo de evasión a la 
respuesta inmune del hospedero [20, 21].  
 
Dada la gran cantidad de proteínas presentes en el parásito, solo aquellas que presentan una 
expresión al final del ciclo intraeritrocítico, contienen una secuencia señal de secreción, y 
opcionalmente, se anclan a la membrana (a través de regiones transmembranales o con anclaje a 
GPI) e incluyen dominios de interacción proteína–proteína o muestran alguna función durante el 
proceso de invasión, son tenidas en cuenta para el diseño de una vacuna [22, 23]. Recientemente, 
la proteína RBSA (por sus siglas en inglés Reticulocyte Binding Surface Antigen), fue 
caracterizada como una proteína exclusiva de especies que invaden reticulocitos. El gen que 
codifica para este antígeno se encuentra presente en P. vivax, el cual contiene 1,485 pares de bases 
(pb), se transcribe al final de ciclo intraeritrocítico y traduce para una proteína de 423 aminoácidos 
(aa) con un peso molecular de 47,09 kDa. Esta proteína incluye un péptido señal y una región 
transmembranal; además, es reconocida por el suero de pacientes que han sufrido episodios de 
malaria por P. vivax y se une preferencialmente a los reticulocitos más inmaduros [24], lo que la 
convierte en un antígeno a evaluar durante el diseño de una vacuna contra P. vivax. Sin embargo, 
no se conoce la variabilidad genética de este antígeno, ni cuales regiones de la proteína son las que 
se unen a sus células diana. Por lo tanto, el objetivo de este estudio es evaluar la variabilidad 
genética del locus que codifica para RBSA de Plasmodium vivax (o PvRBSA) y la(s) región(es) 





1. Planteamiento del problema 
La malaria es un problema de salud pública para cerca de 91 países alrededor del mundo. En 2016 
fueron reportados 216 millones de casos y 230.000 personas murieron por esta enfermedad [1]. Las 
especies del parásito más prevalentes alrededor del mundo son Plasmodium falciparum y 
Plasmodium vivax; este último se encuentra distribuido en las regiones tropicales y subtropicales 
de Asia, América Central y América del Sur, afectando principalmente a mujeres embarazadas y a 
niños menores de cinco años [2]. 
 
En el continente americano, la malaria se localiza especialmente en América del Sur; el país que 
más casos reporta es la República Bolivariana de Venezuela, mostrando un aumento vertiginoso 
desde el 2008. Entre 2015 y 2016, los casos notificados aumentaron en más del 76% y los casos 
reportados en 2016 fueron los más altos en la historia del país [1]; las zonas más afectadas son los 
estados de Bolívar y Amazonas, fronterizos con Guyana y Brasil. Se estima que cerca del 20% de 
la población venezolana se encuentra en riesgo de adquirir la enfermedad. Colombia ocupa el 
tercer lugar después de Venezuela y Brasil [1]. La malaria es endémica en gran parte del territorio 
colombiano, está localizada en zonas que se encuentran por debajo de los 1.600 msnm y se estima 
que más de 12 millones de personas están en riesgo de contraer la enfermedad [25, 26]. Existen 
tres focos endémicos: el foco de Urabá - Bajo Cauca y Sur de Córdoba; el foco de la Costa Pacífica 
y el foco de la región de transición de la Orinoquia-Amazonia [27]. 
 
A pesar de las estrategias de control implementadas en diferentes zonas, las tasas de morbilidad y 
mortalidad siguen siendo elevadas por las condiciones socio-económicas de las poblaciones 
afectadas, así como por las fallas terapéuticas presentadas frente a los tratamientos convencionales, 
por la aparición de parásitos resistentes [7, 28, 29] y por la resistencia del vector a los insecticidas 
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residuales utilizados [30]. Además de esto, el subregistro y el mal diagnóstico de casos de malaria 
incrementa la dificultad para controlar la trasmisión [6]. 
 
Por tal motivo, el desarrollo de vacunas antimaláricas se ha propuesto como una medida 
complementaria para el control de la enfermedad [31]. Con el fin de diseñar una vacuna, se han 
estudiado diferentes antígenos del parásito con la capacidad de generar protección y evitar que se 
lleve a cabo la infección [32]. Sin embargo, la variabilidad propia de estos microorganismos [33, 
34], ha dificultado el diseño de una vacuna completamente efectiva [35, 36], dadas las respuestas 
alelo-específicas que genera esta variabilidad [37, 38]. 
 
Recientemente, se caracterizó el antígeno de unión a reticulocitos (RBSA). Esta molécula fue 
capaz de unirse a reticulocitos humanos provenientes de sangre de cordón umbilical de niños 
recién nacidos, por lo cual ha sido sugerida para tener en cuenta en el diseño de una vacuna contra 
P. vivax [24]. Sin embargo, a la fecha no se ha determinado la variabilidad del gen que codifica 
para esta proteína, la cual podría limitar su uso como candidato. Así mismo, las regiones 







La malaria, sigue siendo una enfermedad grave para la salud pública en el mundo; en 2016 se 
invirtieron 2.7 billones de dólares en los programas enfocados al control y eliminación de esta 
enfermedad, y a pesar de esto, las tasas de morbi-mortalidad siguen siendo muy elevadas [1]. 
 
Una de las estrategias más costo-efectiva para el control de esta enfermedad, es el diseño de 
vacunas altamente eficaces, capaces de bloquear la invasión del parásito y así impedir el desarrollo 
de la infección. A pesar de la amplia caracterización de proteínas inmunogénicas [39], la 
variabilidad genética propia de estas moléculas ha impedido que muchas sean incluidas como 
candidatos promisorios [40], ya que sus regiones antigénicas [36] presentan alto polimorfismo, 
generando respuestas alelo específicas [37], lo cual reduce la eficiencia de la vacuna [41]. Por tal 
motivo, es esencial conocer el polimorfismo molecular, para definir cuales antígenos son los más 
promisorios para el diseño de vacunas completamente efectivas, que eviten las respuestas inmunes 
alelo-específicas características de esta enfermedad. 
 
Por lo tanto, identificar regiones conservadas de estas proteínas responsables de llevar a cabo la 
función biológica (las cuales tienden a evolucionar más lentamente), así como aquellas regiones 
bajo restricción funcional (por ejemplo aquellas involucradas en la interacción patógeno-
hospedero), se convierte en una alternativa para estudiar el potencial de un antígeno parasitario 
como candidato a vacuna. Dado que estas regiones tienden a evolucionar más lentamente [42], 
éstas podrían ser tenidas en cuenta durante el diseño de una vacuna.  
 
En el proceso de invasión, el parásito utiliza diferentes proteínas de superficie para reconocer su 
célula diana [43]. Recientemente, se demostró que el antígeno de superficie de unión a 
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reticulocitos de Plasmodium vivax (PvRBSA) se unía específicamente a las células diana, lo cual 
destaca su utilidad para incluirlo dentro del diseño de una vacuna contra esta especie [24]. Sin 
embargo, dado que la diversidad genética es un obstáculo en el diseño de vacunas completamente 
efectivas, se hace necesario evaluar la variabilidad de PvRBSA. Así mismo, establecer la o las 
regiones funcionales de esta proteína, que puedan ser de potencial utilidad para ser tenidas en 





3. Pregunta de investigación 
¿Cuál es la diversidad genética del locus que codifica para la proteína RBSA de Plasmodium vivax 























4.1 Objetivo general 
 
Evaluar la variabilidad genética del locus que codifica para el antígeno de superficie de unión a 
reticulocitos de Plasmodium vivax (PvRBSA) y sus regiones de interacción con los reticulocitos 
humanos. 
4.2 Objetivos específicos 
 
 Establecer las fuerzas evolutivas que modulan la diversidad genética del gen pvrbsa a partir de 
muestras clínicas colombianas y venezolanas, colectadas entre los años 2014 y 2016. 
 Seleccionar regiones con restricción funcional a partir de los análisis evolutivos. 





5. Marco teórico 
5.1. Agente etiológico y epidemiología 
La malaria es una enfermedad transmitida por mosquitos hembra del género Anopheles y causada 
por parásitos del género Plasmodium. Las especies infectantes para el ser humano son P. 
falciparum, P. vivax, P. malariae, P. ovale [3] y P. knowlesi [4]. De éstas, la más prevalente 
alrededor del mundo es P. falciparum, la cual afecta principalmente la población africana y causa 
altas tasas de morbi-mortalidad [1]. La segunda especie en importancia es P. vivax, que es la 
responsable de más del 40% de los casos fuera del continente africano [1]. La población afectada 
por estos parásitos es aquella que se encuentra localizada en regiones tropicales y subtropicales, 
dado que allí se mantienen las condiciones óptimas que permiten la transmisión del parásito [1]. Se 
estima que cerca de 367 millones de personas se encuentran en alto riesgo de transmisión con cerca 
de 90 países afectados por esta enfermedad [1]. Según el último reporte de la Organización 
Mundial de la Salud (OMS), para el año 2016 se registró 216 millones de casos, de los cuales 230 
mil terminaron en muerte [1]. 
 
En América, la malaria se encuentra localizada principalmente en el sur del continente, siendo los 
países con el mayor número de casos Venezuela (34,4%), Brasil (18%) y Colombia (15,3%); en 
esta región del continente, cerca del 65% de los reportes totales correspondieron a P. vivax [1]. 
5.1 Prevención y control  
Según el Comité Asesor de Políticas para Controlar la Malaria de la OMS (MPAC, por sus siglas 
en inglés Malaria Policy Advisory Committee), se han establecido diferentes estrategias para 
intervenir y prevenir la malaria [1]. Algunas de ellas están enfocadas en el vector, como el uso de 
mosquiteros impregnados con insecticidas de larga duración (LLINs, por sus siglas en inglés Long-
Lasting Insecticidal Nets), la fumigación residual de interiores (IRS, del inglés Indoor Residual 
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Spraying) y el estudio de la biología del mosquito a través de colonias artificiales, con el fin de 
conocer otras estrategias de control sobre éste. Otras están enfocadas en controlar el parásito, como 
el tratamiento intermitente preventivo utilizado en mujeres embarazadas de áreas endémicas (IPT, 
de sus siglas en inglés Intermittent Preventive Treatment), la quimio-prevención de malaria 
estacional (SMC, de sus siglas Seasonal Malaria Chemoprevention) y el fortalecimiento de los 
programas de salud para lograr un diagnóstico y tratamiento oportuno [1]. Estas estrategias 
implementadas, lograron disminuir la incidencia de la enfermedad en un 21% entre los años 2010 y 
2015 [1]. Sin embargo, los progresos recientes en el control de la malaria podrían verse afectados 
por la resistencia de los vectores a los insecticidas y de los parásitos a los medicamentos 
antimaláricos [44, 45]. En muchos países en desarrollo, en donde la malaria es endémica, los 
sistemas de salud siguen careciendo de recursos y son poco accesibles para las personas con mayor 
riesgo de contraer la enfermedad, lo cual dificulta garantizar medidas óptimas de control [46]. 
5.2 Ciclo de vida 
A lo largo del complejo ciclo de vida, Plasmodium debe sobrevivir a una amplia gama de entornos 
intracelulares y extracelulares, tanto en vertebrados como en invertebrados. Para ello, el parásito 
desarrolla diferentes estadios celulares especializados capaces de cumplir este desafío biológico 
[47]. El ciclo inicia tras la picadura de un mosquito hembra infectado, el cual inyecta a través de su 
probóscide, la forma infectante para el ser humano denominada esporozoíto, dando así inicio al 
ciclo exoeritrocítico [48]. Estas formas parasitarias migran por el torrente sanguíneo hasta alcanzar 
los hepatocitos, donde llevan a cabo una replicación masiva a través de la formación de 
esquizontes tisulares. Para P. vivax, algunos de estos esporozoítos se diferencian a hipnozoitos, los 
cuales son un estadio de latencia, que puede activarse meses o incluso años después de la infección 
inicial. Estos generan un grave problema para el control de la enfermedad, dado que a pesar de 
haber eliminado el parásito en sangre, estos hipnozoitos pueden mantenerse viables [19, 49].  
 
Los esquizontes tisulares en los hepatocitos infectados sufren un proceso de maduración y liberan 
al torrente sanguíneo una gran cantidad del nuevo estadio parasitario denominado merozoíto. Estos 
merozoítos, rápidamente son capaces de invadir los glóbulos rojos (GR), iniciando así el ciclo 
eritrocítico. Para que el merozoíto invada un GR, se deben generar varias interacciones entre 
moléculas tanto del hospedero como del parásito [43]. Para el caso particular de P. vivax, su célula 




merozoítos sufren procesos de maduración asexual, pasando por anillo, trofozoíto y esquizonte, 
desarrollando los nuevos merozoítos que serán liberados nuevamente para infectar otros GR. Es en 
esta fase donde se presentan los signos clínicos típicos de la enfermedad [50]. Algunos merozoítos, 
cerca del 5%, se diferenciarán en estadios sexuales, generando gametocitos masculinos y 
femeninos. En P. vivax, este proceso ocurre de forma temprana, incluso antes que el individuo 
infectado presente síntomas, lo cual favorece la transmisión rápida de la enfermedad [48]. 
 
Los gametocitos serán ingeridos por un nuevo mosquito y dentro de éste, se lleva a cabo un 
proceso de diferenciación en micro y macro gametocitos, capaces de fusionarse y formar un 
ooquinete. Una vez que el ooquinete alcanza el intestino medio del mosquito, atraviesa la pared 
intestinal y forma un ooquiste, que una vez cumple su proceso de maduración, produce millones de 
esporozoítos que migran hasta las glándulas salivales a la espera de ser inoculados durante una 
nueva picadura y así perpetuar el ciclo (Figura 5-1). 
Figura 5-1. Ciclo de vida de Plasmodium 
 
Imagen modificada de Mueller, I., et al. 2009 [48]. 
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5.3 Mecanismo de invasión al eritrocito 
El merozoíto es la forma infectiva de los GR; esta célula presenta organelos apicales conocidos 
como las roptrias, los gránulos densos y los micronemas. El proceso de invasión ocurre de manera 
rápida en menos de 40 segundos [43]. Antes de la invasión, el parásito queda expuesto y es visible 
al sistema inmune, por lo tanto, varios de los candidatos a vacuna descritos a la fecha, pertenecen a 
este estadio [31]. El proceso de invasión se lleva a cabo en varias etapas, empezando por un 
contacto inicial, la subsiguiente reorientación apical, que posteriormente generará una unión fuerte 
e irreversible, y finalmente la invasión del GR (Figura 5-2) [43, 51]. Tanto para el contacto inicial 
como para las demás etapas de invasión, es necesaria la interacción de diferentes proteínas de la 
superficie o provenientes de los organelos apicales del parásito, con las proteínas integrales de 
membrana del GR [52, 53].  
 Figura 5-2. Fases de invasión de merozoíto. 
 
Imagen modificada de Koch et al., [52]. 
Contacto inicial y reorientación apical 
El proceso de invasión por parte del merozoíto inicia por la interacción de una familia de proteínas 
de superficie del parásito conocidas como MSPs (por sus siglas en inglés Merozoite Surface 
Proteins) con moléculas del GR, generando una ligera deformación de este último [54]. Esta unión 
es de baja afinidad y puede ser reversible [55]. La proteína más abundante y sobre la cual se han 
centrado la mayoría de investigaciones es la MSP-1, la cual es responsable del contacto inicial y 
forma un complejo proteico con MSP-6, MSP-7, MSP-9 y MSPDBL (Duffy binding-like) [43, 56]. 




evasión del parásito a la respuesta del sistema inmune del hospedero [43]. De hecho, muchos de 
los genes que codifican estas proteínas presentan un tipo de selección natural conocida como 
selección balanceante o alternativamente una selección dependiente de frecuencia, lo cual resulta 
en la circulación simultanea de múltiples alelos dentro de una población [57, 58]. 
Unión fuerte e irreversible 
Esta se lleva a cabo gracias a proteínas provenientes de los micronemas. Entre el grupo de 
proteínas que actúan en esta fase, se destacan la familia de proteínas de unión a eritrocitos, EBAs 
(por sus siglas en inglés Erythrocyte Binding Antigens), que permiten la adhesión y presentan 
mayor afinidad por los receptores del GR. Así mismo, las proteínas homólogas de unión a 
reticulocitos, RHs (por sus siglas en inglés Reticulocyte Binding Protein Homologues), que se 
encuentran en las roptrias, son secretadas a la superficie del merozoíto en el momento que éste 
entra en contacto con la célula. Estas moléculas median la invasión a través de rutas alternas, 
permitiéndole al merozoíto un mecanismo para contrarrestar la respuesta inmune humoral del 
hospedero [47].  
 
Una vez ocurre el contacto inicial, un complejo multimérico esencial en la invasión, constituido 
por el antígeno apical de membrana, AMA-1 (por sus siglas en inglés Apical Membrane Antigen 
1), y proteínas del cuello de las roptrias, RONs (por sus siglas en inglés Rhoptry Neck Proteins) 
(RON2, RON4 y RON5), forman un anillo conectivo de unión fuerte conocido como TJ (por sus 
siglas en inglés Tight Junction o Moving Junction (MJ)) entre el merozoíto y el GR [54, 59, 60].  
Invasión a los glóbulos rojos 
Una vez establecida la unión fuerte, se secreta el contenido proteico del complejo apical por un 
mecanismo aún desconocido. No obstante, se sabe que la invasión inicia con la formación de la 
vacuola parasitófora, que va creciendo a medida que el parásito se internaliza dentro de la célula 
diana [43].  
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5.4 Variabilidad genética en Plasmodium 
La variabilidad genética presente en los parásitos del género Plasmodium es una característica que 
le puede permitir afrontar diferentes presiones selectivas, permitiendo su supervivencia. Muchos 
polimorfismos que han sido descritos, permiten la evasión del sistema inmune o el efecto de los 
fármacos antimaláricos [61]. Está diversidad es consecuencia de procesos de recombinación y 
mutación, que generan nuevas variantes, las cuales, podrían ser fijadas o eliminadas de la 
población por selección natural, dependiendo de la utilidad que estas puedan brindar para la 
supervivencia del parásito [62]. Alternativamente, algunas variantes se fijaran o eliminaran por 
procesos poblacionales aleatorios como la deriva génica [42].  
 
Los mecanismos generadores de diversidad dan como resultado parásitos diferentes dentro de un 
solo individuo infectado, sin contar con el hecho que un mismo paciente puede estar infectado 
simultáneamente con múltiples parásitos genéticamente distintos. De acuerdo a esto, es probable 
que ni siquiera un sistema inmune competente pueda bloquear efectivamente la invasión de todos 
los merozoítos dentro de su período fugaz de exposición extracelular [47]. Como consecuencia de 
la alta diversidad genética, el parásito logra distraer el sistema inmune del hospedero de forma muy 
efectiva, y esto constituye uno de los retos más grandes que enfrenta el diseño de vacunas [63]. 
5.5 Selección y neutralidad 
La variabilidad genética heredable encontrada en las poblaciones naturales puede explicarse por 
diferentes procesos evolutivos. Uno de estos procesos fue propuesto por Moto Kimura quien 
propuso que la mayoría de cambios encontrados se han producido por la fijación aleatoria de 
mutaciones selectivamente neutras, existiendo un equilibrio entre la generación de nuevas 
variantes por mutación y la pérdida o fijación de estas por deriva genética, lo cual él llamo: el 
modelo neutral de evolución molecular [42]. Otro de los proceso evolutivos que modulan la 
variabilidad genética es la selección natural propuesta por Charles Darwin; un mecanismo 
mediante el cual las frecuencias de un genotipo o fenotipo cambian de acuerdo a ciertas 
condiciones ambientales y en cierto tiempo determinado, generando una selección direccional: 
Positiva o negativa. La selección positiva permite la fijación de mutantes que confieren una ventaja 
adaptativa sobre el medio en que viven ya que aumentan la eficacia biológica del organismo, 




Mientras las selección negativa permite que aquellas variantes deletéreas o que disminuyen la 
eficacia biológica, tiendan a disminuir su frecuencia hasta desaparecer en las siguientes 
generaciones [64]. 
 
Según estas dos propuestas, la fijación (o perdida) de las mutaciones ventajosas (o deletéreas) 
dependerá básicamente de la selección natural, mientras el destino de las mutaciones neutras 
depende del azar, asumiendo que todas las mutaciones tienen la misma probabilidad de fijarse. 
Bajo neutralidad se espera que la tasa de sustitución por generación (G, que es el producto del 
número de mutaciones por sitio por generación, por la probabilidad de fijación G=Nμ*1/N, 
N=Tamaño de la población) debe ser igual a la tasa de mutación (μ) por generación:  
G = Nμ*1/N  
= G = Nμ*1/N 
= G = μ,  
Si G es diferente a μ la neutralidad será descartada [65]. Se han realizado distintas aproximaciones 
estadísticas para evaluar si las mutaciones encontradas en las poblaciones naturales han sido fijadas 
aleatoriamente asumiendo la hipótesis de neutralidad. Si existen desviaciones del modelo neutral 
(G ≠ μ), es probable la acción de la selección natural. Si G es menor a μ (G < μ), se asumirá la 
acción de la selección negativa, pero si G es mayor a μ (G > μ), la selección positiva podría estar 
actuando [65]. 
 
Diferentes aproximaciones estadísticas se han desarrollado teniendo como hipótesis nula la 
neutralidad. Entre estas aproximaciones se destacan las basadas en la distribución de los haplotipos 
[68, 69] y en el espectro de la frecuencia de los polimorfismos. Estos métodos asumen el modelo 
de sitios infinitos [70-72]. Otras aproximaciones están basadas en la determinación de sustituciones 
de tipo sinónimo y no sinónimo [66, 67].  
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Entre las pruebas de neutralidad basadas en la distribución de los haplotipos se encuentra el 
estadístico Fs de Fu [68], el número de haplotipos (K) y la diversidad haplotícia (Hd) [69]. Fs de 
Fu es un estadístico que estima la probabilidad de que el número de alelos observados en la 
población sea el número esperado bajo el modelo neutral. Así un aumento en el número de alelos 
indicaría un aumento reciente de la población o un hitchhiking (barrido selectivo o selección de 
fondo). Mientras un número de alelos menor a lo esperado bajo neutralidad, podría indicar 
selección balanceante o un cuello de botella. Sin embargo esta prueba es más sensible a cambios 
demográficos [68]. Por otro lado el estimador K, está condicionado por el tamaño de muestra (n) y 
por el número de sitios segregantes (Ss), este tiene en cuenta las asociaciones entre los alelos 
(haplotipos) presentes en una población, ya que cada sitio tiene una alta probabilidad de generar un 
nuevo haplotipo. Para esta prueba se realizan simulaciones de coalescencia para comparar si el 
valor de K observado es el esperado bajo el modelo neutral. Cuando K observado es mayor al 
esperado, podrían estar actuando la selección balanceante o la estructura poblacional, mientras 
cuando K es menor, podría ser producto de un crecimiento poblacional o un barrido selectivo [69]. 
Por otra parte, la diversidad haplotípica se define como la probabilidad de que dos haplotipos 
seleccionados al azar sean distintos, este estimador al igual que K está condicionado por n y por Ss. 
También se utilizan simulaciones de coalescencia para comparar lo observado con lo esperado bajo 
neutralidad. Los valores negativos sugieren un barrido selectivo mientras los valores positivos 
podrían indicar selección balanceante [69]. 
 
Entre los métodos de neutralidad basados en el espectro de la frecuencia del polimorfismo se 
encuentran las pruebas de Tajima [70], Fu & Li [71] y Fay & Wu [72]. El estadístico D de Tajima 
compara la diferencia encontrada entre los estimadores de Theta (θ, calculado a partir de los sitios 
segregantes encontrados) y Pi (π, promedio de diferencias nucleotídicas entre dos secuencias 
aleatorias). Bajo neutralidad se espera que θ sea igual a π. Así, si θ > π los valores del estadístico 
serán positivos indicando un exceso de variantes alélicas a frecuencias intermedias, como resultado 
de selección balanceante o disminución en la población. Por el contrario si los valores encontrados 
son negativos, θ será menor a π, indicando un exceso de alelos de baja frecuencia que podría 
indicar selección negativa o un aumento en la población [70]. La prueba de Fu & Li evalúa la 
distribución de las mutaciones sobre una genealogía usando los estadísticos D y F. Para calcular 
estos estimadores es necesario el uso de un outgroup o grupo externo. Si no se cuenta con este 




para D/F o D*/F*, las mutaciones sobre las ramas internas de la filogenia inferida son consideradas 
ancestrales. Mientras los cambios encontrados en las ramas externas se estiman como mutaciones 
recientes. Esta prueba hace una relación entre las mutaciones recientes y ancestrales y se compara 
si esta relación es la esperada bajo el modelo neutral. De esta manera, valores negativos en estos 
estimadores sugieren que la mayoría de las sustituciones se localizan en las ramas externas lo que 
se esperaría bajo selección negativa. Por el contrario, los valores positivos indican un exceso de 
mutaciones en las ramas internas sugiriendo la acción de la selección balanceante [71]. Finalmente, 
el método de Fay & Wu calcula el estadístico H que estima la diferencia de la diversidad 
nucleotídica y el número de variantes derivadas de alta frecuencia usando una secuencia de una 
especie filogenéticamente relacionada o outgroup (grupo externo). Los valores estadísticamente 
significativos positivos resultan de un exceso de variantes a frecuencias intermedias encontradas en 
la población indicando selección balanceante, mientras los valores negativos sugieren un alto 
número de variantes derivadas indicando un arrastre selectivo [72]. 
 
Por otro lado, existen pruebas para identificar señales de selección natural que se basan en la 
determinación de sustituciones de tipo sinónimo (aquellas que no implican el cambio del 
aminoácido) y no sinónimo (alteran la secuencia proteica por el cambio del codón codificante). El 
método más utilizado para esto es el método de Nei–Gojobori [67]. En este método se calcula el 
número de sitios potencialmente sinónimos (S) y no sinónimos (N) y el número total de 
sustituciones sinónimas (s) y no sinónimas (n) observadas. Si el valor obtenido del cociente s/S 
(formalmente denominado dS) es mayor al cociente n/N (formalmente denominado dN) se asume la 
acción de la selección negativa (dS > dN), mientras que un dN > dS  es un indicador de selección 
positiva. Para observar el patrón de acumulación de estas mutaciones a lo largo del gen, es posible 
calcular la tasa omega (ω= dN/dS) mediante una ventana deslizante. De esta manera, si las 
mutaciones son mantenidas por selección positiva este valor para ω será mayor a 1. Si es neutral 
será igual a 1 y si hay efecto de la selección negativa será menor a 1 [67].  
 
Estos métodos podrían entonces ser útiles para determinar patrones dentro de los antígenos 
parasitarios. Regiones del gen/proteína que presenten señales de selección positiva (por ejemplo 
con un dN > dS) o balanceante (por ejemplo, valores positivos en las pruebas D, D*, F*) podrían  ser 
un indicador de las regiones antigénicas (en la proteína) que podrían estar involucradas en el 
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proceso de evasión de la respuesta inmune. Por otra parte, las regiones bajo selección negativa (por 
ejemplo con un dN < dS) o direccional (por ejemplo, valores negativos en las pruebas D, D*, F*) 
podrían ser un indicador de las regiones funcionales de una determinada proteína. 
5.6 Desequilibrio de ligamiento y recombinación 
La recombinación genética por entrecruzamiento es el proceso por el cual una hebra de uno de los 
cromosomas homólogos invade el otro cromosoma homologo intercambiando información. En las 
células eucariotas el entrecruzamiento se produce durante la meiosis, que tiene como fin las 
generación de los gametos. Este proceso conduce a que la progenie tenga combinaciones de genes 
diferentes aumentando la diversidad encontrada y así mismo puede eliminar mutaciones deletéreas 
[75].  
 
Una medida indirecta para detectar la recombinación es el desequilibrio de ligamiento (LD). Este 
es definido como la asociación no aleatoria de alelos en diferentes loci que puede estar relacionado 
con una tasa de recombinación baja entre dichas regiones del genoma, ocasionando la segregación 
de estos como una unidad. El ligamiento es la tendencia que tienen dos genes (o SNPs) situados en 
el mismo cromosoma (o locus) a segregar juntos. Esta tendencia se incrementa cuando dos genes 
están muy próximos entre sí, con lo que desciende la probabilidad de recombinación. Este tipo de 
segregación puede ser explicado por ligamiento físico o combinación alélica favorecida por 
selección o estructura poblacional [76]. 
 
Esto puede aplicarse a los polimorfismos de nucleótido simple (SNPs) presentes en un gen, 
definiendo el LD como la asociación no azarosa de SNPs dentro de un gen [76]. En una población 
sin eventos de selección, deriva o flujo génico los SNPs se encontrarán en equilibrio. El LD puede 
calcularse a partir de los estimadores D (Diferencia entre la frecuencia observada del haplotipo y 
las frecuencias esperadas de dos SNPs si son segregados aleatoriamente) y r
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Para evaluar el LD dentro de un locus se puede utilizar el estimador ZnS, definido como el 
promedio del LD (r
2
) entre pares de sitios segregantes. Este parámetro identifica el ligamiento 
entre SNPs en relación con la distancia nucleotídica a la que se encuentren. Si el valor es igual a 0, 
se considera que los SNPs están en equilibrio de ligamiento pero si es cercano a uno indicaría 
desequilibrio entre estos [77]. Bajo recombinación intragénica se espera que el desequilibrio de 
ligamiento disminuya conforme la distancia nucleotídica aumenta. Esto puede ser medido al 
calcularse el estimador ZZ [78]. Este estadístico es la diferencia entre el promedio del ligamiento 
(r
2
) entre pares de polimorfismos cercanos (Za) y el promedio de ligamiento (r
2
) entre pares de 
sitios polimórficos a través de la totalidad de la secuencia (ZnS). Si ZnS es menor a Za, indica 
recombinación en el locus, pero si ZnS es mayor, se espera ligamiento entre los polimorfismos. 
Para establecer los intervalos de confianza se realizan simulaciones de coalescencia [77]. 
 
5.7 Proteínas caracterizadas en P. vivax 
La dificultad para mantener un cultivo in vitro de P. vivax, debido a la escasa fuente de 
reticulocitos, ha limitado el estudio de este parásito, el conocimiento de su biología y el desarrollo 
de una vacuna contra la especie [64, 65]. Sin embargo, se han descrito varias moléculas con base 
en la caracterización a partir de genes ortólogos presentes en P. falciparum y la adaptación de 
varias cepas del parásito en primates [66-68].  
 
En la actualidad, se han estudiado 91 proteínas de P. vivax. Algunas son miembros de las familias 
proteicas como las MSPs [66-72], las RONs [73-76] y las RBPs (de sus siglas en inglés 
Reticulocyte Binding Proteins) [77, 78] o de familias multigénicas como las TRAgs (de sus siglas 
en inglés Tryptophan Rich Antigens) [79-83]. Otras son codificadas por genes de copia única 
como: EXPs (de sus siglas en inglés Exported Proteins), AMA-1 [84], ETRAMPs (de sus siglas en 
inglés Early Transcribed Membrane Proteins), así como también RBSA [24], GAMA (por sus 
siglas en inglés GPI-Anchored Micronemal Antigen) [85], y las DBPs (de sus siglas en inglés 
Duffy Binding Proteins) [86, 87], relacionadas a las RH y EBAs de P. falciparum, respectivamente 
(Figura 5-3). 
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Figura 5-3. Proteínas del estadio intraeritrocítico de P. vivax caracterizadas a la fecha 
 






6.1 Tipo de investigación 
Este trabajo tiene dos componentes, uno descriptivo y otro cuasi-experimental. En el primero de 
ellos, se cuantificó la variabilidad genética y se determinó las fuerzas evolutivas que determinan tal 
variabilidad, identificando regiones con restricción funcional del antígeno de unión a reticulocitos 
de Plasmodium vivax (PvRBSA). En el enfoque cuasi-experimental, se determinó la región, y los 
fragmentos mínimos de unión de la molécula PvRBSA a reticulocitos humanos. 
6.2 Población de estudio 
ADN genómico de P. vivax obtenido a partir muestras clínicas provenientes de tres departamentos 
de Colombia (Chocó, Córdoba y Amazonas) y del estado de Bolívar y las zonas costeras de 
Venezuela; estas regiones corresponden a zonas de alta trasmisión para cada país. Las muestras 
fueron colectadas entre los años 2014 y 2016. El ADN fue extraído a partir de sangre total o de 
sangre recolectada en tarjetas FTA de pacientes que fueron diagnosticados positivos para P. vivax 
por microscopía. Las muestras de Chocó y Córdoba fueron extraídas a partir de sangre total usando 
el kit de purificación Wizard Genomic DNA (Promega), siguiendo las recomendaciones del 
fabricante. El ADN de las muestras de Amazonas fue extraído a partir de muestras de sangre 
colectada en tarjetas FTA usando el kit Pure Link Genomic DNA mini (Invitrogen), siguiendo las 
recomendaciones del fabricante. El ADN de las muestras venezolanas fue extraído por 
precipitación de sales (salting-out) siguiendo las modificaciones de Welsh y Bunce [88]. 
 
Previo a la toma de la muestra, los pacientes fueron notificados del propósito de la investigación y 
dieron su consentimiento informado. Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de 
Ética de la Fundación Instituto de Inmunología de Colombia (FIDIC) y por el Comité de Ética de 
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la Universidad del Rosario (UR) para las muestras recolectadas en Colombia. Por otro lado, el 
Comité de Ética de la Universidad Central de Venezuela y el Comité de Bioética del Instituto 
Venezolano de Investigaciones Científicas, aprobaron el uso de las muestras recolectadas en 
Venezuela. Previamente, las muestras fueron identificadas con infección por cepa única de P. vivax 
usando el marcador pvmsp3. 
6.3 Diseño de cebadores 
El diseño de los cebadores para la amplificación y la secuenciación del gen pvrbsa se realizó con el 
programa Gene Runner v3.05 (Hastings software, Inc.) y el servidor en línea Oligoanalizer v3.1 
(IDT® Integrated DNA Technologies). Para esto, se utilizó la secuencia genómica reportada de la 
cepa de referencia Sal-I para este gen (GenBank, número de acceso AAKM01000005.1). Las 
regiones seleccionadas como cebadores para la amplificación de locus completo pvrbsa, así como 
regiones particulares del locus (PvRBSA-A y PvRBSA-B), se muestran en la Tabla 1. 
 
Tabla 1. Cebadores diseñados para la amplificación del locus pvrbsa y sus regiones A y B. 
 Cebador Secuencia Tamaño (pb) Tm °C 
pvrbsa 
rbsadir 5’-TTTATTTCATTTTGACGTTGTAACTTG-3’ 27 51,5 
rbsarev 5’-TTAAGAAATGATCCCAACTCG-3’ 21 50,2 
rbsa2-dir 5’-GAAATACAAGATGAAAGGAATAATG-3’ 25 48,5 
rbsa2-rev 5’-GATCCCAACTCGGTTTATC-3’ 19 50,2 
rbsaintsec 5’-TTTATATTTACACTATTCCTTTGG-3’ 24 46.8 
pvrbsa-A 
rbsa-a-dir 5’-GGGGTACCACAGCAAGTAGTGAGTCTCT-3’ 28 62,6 
rbsa-a-rev 5’-CCCTCGAGCTCACATTCTCCACCACTTAA-3’ 29 62,9 
pvrbsa-B 
rbsa-b-dir 5’-GGGGTACCCATATAGAAGTAGGATCCGAA-3’ 29 60 
rbsa-b-rev 5’-CCCTCGAGCAATTGTTCTTCTCCGTATATAT-3’ 31 59,3 
Cebadores utilizados para la amplificación del locus pvrbsa y las regiones PvRBSA-A y PvRBSA-B 
seleccionadas para la expresión de las proteínas recombinantes. Tm: Temperatura de anillamiento. Dir: 
directo, Rev: reverso, Intsec: Interno para secuenciación.   
6.4 Amplificación del gen pvrbsa por PCR 
La amplificación del locus completo de pvrbsa se llevó a cabo mediante una PCR anidada 
utilizando la enzima KAPA-HiFi HotStart Readymix (KAPA Biosystems) y el ADN genómico de 
la cepa VCG-I de P. vivax como control positivo en reacciones de 25µL. La mezcla de la primera 
reacción contenía 7,5μL de agua ultra-pura, 12,5µL de enzima, 0,3µM de cada primer (rbsadir y 
rbsarev) y 2µL de ADN genómico. El perfil de amplificación consistió en un primer paso de 5min 




10min a 72°C. Dos μL del producto de amplificación de PCR fue utilizado como templado para 
una segunda reacción que se hizo bajo las mismas condiciones de mezcla y amplificación descritas 
anteriormente y utilizando los cebadores rbsa2dir y rbsa2rev.  
 
Para la amplificación de las regiones amino- y carboxilo-terminal de PvRBSA (PvRBSA-A y 
PvRBSA-B, respectivamente), se realizó una PCR convencional utilizando la enzima KAPA-HiFi 
HotStart Readymix (KAPA Biosystems) y el ADN genómico previamente extraído de la cepa 
VCG-I. La reacción de PCR fue de 25μL de volumen final, que contenía 12,5 µL de enzima, 
0,3μM de cada cebador diseñado (PvRBSA-A: rbsa-a-dir y rbsa-a-rev; PvRBSA-B: rbsa-b-dir y 
rbsa-b-rev) y 50ng de ADN genómico. El perfil de amplificación consistió en 1 paso de 3 minutos 
a 95°C, seguido de 35 ciclos de 20seg a 98° C, 15seg a 60°C y 15seg 72°C, y un paso final de 
5min a 72°C.  
 
Los productos de amplificación fueron observados a través de electroforesis en gel de agarosa al 
1,5%, usando el marcador de peso I o II (Hyperladder I/II). Los productos de PCR del gen pvrbsa 
fueron purificados usando agarosa de bajo punto de fusión y el kit de purificación Wizard genomic 
DNA purification, siguiendo las recomendaciones del fabricante. Los fragmentos purificados se 
verificaron por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, con el marcador de peso I o II. 
Posteriormente, estos productos fueron secuenciados bidireccionalmente con los cebadores 
diseñados para la segunda PCR y un cebador interno (rbsaintsec), usando el equipo BigDye 
Terminator en Macrogen, Seúl, Corea del Sur. Los sitios polimórficos de tipo singleton fueron 
confirmados por PCRs independientes. Las secuencias fueron depositadas en la base de datos 
GenBank (MH391806 - MH391972).  
6.5 Clonación y transformación de fragmentos del gen pvrbsa 
en el vector pET32b+. 
Los productos de PCR pvrbsa-a y pvrbsa-b se digirieron con las enzimas KpnI (New England 
Biolabs) y AvaI (NEB) y luego se ligaron en el vector pET32b+ usando T4 ligasa (NEB). 
Brevemente, se usaron 0,5μg de cada producto purificado, 1x de buffer cutsmart y 1U/μL de cada 
enzima en una reacción de 25μL que se incubó durante 1h a 37°C y luego se inactivó a 80°C 
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durante 20min. La ligación al vector pET32b+ se realizó en un volumen de 20μL que contenía 1x 
buffer T4, 30U/μL de ligasa T4 y vector/producto en una relación 1:3. La reacción se incubó a 
16°C durante 16h y luego se inactivó a 65°C durante 20min. Cada plásmido recombinante se 
transformó en células de E. coli JM109 (Invitrogen) de acuerdo con las recomendaciones de la casa 
comercial. Luego, las colonias recombinantes se confirmaron por PCR usando los cebadores de 
cada producto. Se usaron tres colonias positivas para extraer plásmidos con el kit UltraClean® 6 
Minute Mini Plasmid Prep (MOBIO), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Brevemente, 
se realizó un inóculo de las colonias recombinantes en medio LB suplementado con ampicilina 
100μg/mL, el cual se incubó toda la noche a 37°C en agitación constante. Posteriormente, se 
centrifugó por 20min a 5.250xg y el sedimento celular fue utilizado para la extracción del ADN 
plasmídico. La calidad y concentración cualitativa del ADN plasmídico extraído se verificó por 
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, con el marcador de peso I. Estos productos se 
secuenciaron bidireccionalmente utilizando los cebadores pet32b-Dir-5’-
CGGTGAAGTGGCGGCAA-3’ y pet32-Rev-5’-CCAAGGGGTTATGCTAGT-3’. La 
secuenciación se realizó utilizando el kit BigDye Terminator en Macrogen, Seúl, Corea del Sur. Al 
menos dos ADNs plasmídicos por muestra fueron enviados a secuenciar. 
6.6 Análisis de la diversidad genética y de las fuerzas evolutivas 
presentes en el locus pvrbsa 
Se analizaron y ensamblaron los 3 electroferogramas obtenidos para cada una de las muestras 
colombianas y venezolanas por secuenciación del gen pvrbsa (cebadores directo, reverso e interno) 
usando el programa CLC DNA workbench v3 (CLC bio, Cambridge, MA, USA). Una vez 
corregidos y ensamblados los electroferogramas, las secuencias fueron comparadas y analizadas 
frente a secuencias de referencia disponibles en la base de datos GenBank y PlasmoDB [89, 90].  
 
Con el fin de confirmar que este gen se encuentra de manera exclusiva en especies que invaden 
reticulocitos [24],  se realizó una búsqueda de ortólogos a pvrbsa en los genomas de P. cynomolgi 
(GenBank, número de acceso GCA_000321355.1), P. inui (GenBank, número de acceso 
GCA_000524495.1), P. fragile (GenBank, número de acceso GCA_000956335.1), P. coatneyi 
(GenBank, número de acceso GCA_000725905.1) y P. knowlesi (GenBank, número de acceso 





Por otra parte, con las secuencias de pvrbsa de la población colombiana, venezolana y de otras 
regiones del mundo, se realizó un alineamiento con el algoritmo MUSCLE [91]. Posteriormente, el 
intrón fue retirado de todas las secuencias y un alineamiento por codones fue inferido mediante el 
uso del servidor web TranslatorX [92]. Posteriormente, este alineamiento fue editado manualmente 
para asegurar la alineación correcta de las regiones repetitivas utilizando el programa GeneDoc 
v.2.6.002 [93]. 
 
A partir de este último alineamiento y usando el programa DnaSP v5 [94], se calcularon el número 
de sitios segregantes (S), el número de sitios singleton (Ss), el número de sitios parsimoniosos (P), 
el número de haplotipos (H) y la diversidad nucleotídica (π) por sitio, usando todas las secuencias 
disponibles (Mundiales), como las secuencias de las poblaciones colombianas y venezolanas, y sus 
subpoblaciones. Se evaluaron las fuerzas evolutivas que generan el patrón de variación observado, 
usando pruebas basadas en el espectro de la frecuencia de los polimorfismos tales como: la D de 
Tajima [95], D y F de Fu & Li [96], y H de Fay & Wu [97]; para las pruebas de de Fu & Li  y de 
Fay & Wu se utilizó las secuencias ortólogas de P. cynomolgi como outgroup. Adicionalmente, se 
utilizaron el estimador Fs de Fu [98] y la pruebas K [99] y Hd [94, 99], para determinar si el 
número de haplotipos y la diversidad haplotípica son las esperadas bajo el modelo neutral de 
evolución. Estas pruebas fueron implementadas usando los programas DnaSP v5 y ALLELIX. 
Además, se utilizaron simulaciones coalescentes para obtener intervalos de confianza [94]. Los 
sitios que contenían gaps o repeticiones no fueron tenidos en cuenta. 
 
Además, señales de selección natural fueron identificadas utilizando métodos basados en el cálculo 
de sustituciones de tipo sinónimo y no-sinónimo. Usando el programa MEGA v6 [100], se 
calcularon la diferencia entre el número promedio de sustituciones no-sinónimas por sitio no-
sinónimo (dN) y el número promedio de sustituciones sinónimas por sitio sinónimo (dS), usando el 
método modificado de Nei-Gojobori [101]. Por otra parte, para determinar señales de selección 
natural entre especies, se calculó la diferencia entre el número promedio de divergencias no-
sinónimas por sitio no-sinónimo (KN) y el número promedio de divergencias sinónimas por sitio 
sinónimo (KS), con el método modificado de Nei-Gojobori, teniendo en cuenta la corrección de 
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Jukes-Cantor [102]. Las diferencias estadísticas se determinaron aplicando la prueba Z, 
incorporada en el programa MEGA v6.  
Posteriormente, se realizó una ventana deslizante para las tasas de omega (ω) (dN/dS y/o KS/KN), 
con el fin de evaluar cómo actúa la selección natural a lo largo del gen. Además, se utilizó el 
servidor en-línea Datamonkey [103], para evaluar codones bajo selección positiva o negativa 
usando pruebas de máxima verosimilitud basadas en codones y métodos bayesianos como 
IFEL[104] (el método es una variante de FEL. IFEL busca señales de selección en ramas internas 
de una filogenia), FEL (utiliza un enfoque de ML para inferir las tasas de sustitución de dN y dS 
suponiendo que la presión de selección para cada sitio es constante a lo largo de toda la filogenia), 
SLAC (utiliza una combinación de aproximaciones de ML y conteo para inferir tasas dN y dS sitio 
por sitio), REL (el método asume que la presión de selección para cada rama no es constante a lo 
largo de toda la filogenia permitiendo la variación en la tasa de sustituciones sinónimos) [105], 
MEME (combina efectos fijos a nivel de un sitio con efectos aleatorios a nivel de las ramas, 
permitiendo detectar la selección diversificadora episodica) [106] y FUBAR (utiliza un enfoque 
bayesiano para inferir tasas de sustitución de dN y dS suponiendo que la presión de selección para 
cada sitio es constante a lo largo de toda la filogenia) [107]. Un valor p <0,1 fue considerado como 
significativo para los métodos IFEL, FEL, SLAC y MEME, y una probabilidad posterior >0,9 para 
FUBAR. Se consideró la recombinación antes de ejecutar estas pruebas, usando el algoritmo 
GARD [108]. 
6.7 Evaluación de la recombinación intragénica. 
Con el fin de evaluar si la recombinación afecta el locus pvrbsa, el desequilibrio de ligamiento 
(LD) fue evaluado mediante el cálculo del estimador ZnS [109]. Posteriormente, se realizó una 
regresión lineal entre éste y la distancia nucleotídica, utilizando el software DnaSp v.5. La 
recombinación fue además evaluada por el estimador ZZ [110], por el número mínimo de eventos 
de recombinación (Rm) [111] y por el algoritmo GARD [112]. 
6.8 Evaluación del grado de diferenciación genética entre 
regiones. 
El grado de diferenciación genética entre poblaciones endémicas para el locus rbsa fue estimado 
entre los departamentos y estados de Colombia y Venezuela, además de las secuencias reportadas a 




mediante el cálculo del índice de fijación de Wright (Fst), utilizando el programa Arlequin v.3.1 
[46]. Finalmente, las rutas mutacionales que dan lugar a los haplotipos de pvrbsa, su distribución y 
frecuencias, fueron evaluados a partir de una red de haplotipos usando el algoritmo Median-joining 
network, mediante el paquete NETWORK v.5.1. [113]. 
6.9 Expresión de fragmentos de PvRBSA 
A partir de los resultados obtenidos, se seleccionaron dos regiones de PvRBSA: la región A o 
PvRBSA-A, caracterizada por presentar regiones conservadas entre especies, con valores omega 
(ω = dN/dS o KN/KS) < 1, sitios seleccionados negativamente y donde se identificaron dos dominios 
putativos; y la región B o PvRBSA-B, la cual es una región con una alta variabilidad con valores 
omega > 1. Así entonces, fueron diseñados los cebadores con el fin de amplificar cada fragmento y 
expresarlo de forma recombinante. 
 
Los plásmidos recombinantes verificados por secuenciación, se transformaron en células de 
expresión E. coli BL21-DE3, de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Adicionalmente, 
fueron expresadas las proteínas recombinantes de PvRBSA completa y PvDBP-II y PvDBP-III/IV 
como controles positivos y negativos de unión, respectivamente, utilizando los clones almacenados 
en la genoteca de la FIDIC. Cada clon se transformó en células E. coli BL21-DE3, para expresar y 
purificar las moléculas como se describió previamente [24], realizando modificaciones menores. 
En resumen, se dejó un inóculo de cada clon en 50mL de medio LB suplementado con 100μg/mL 
de ampicilina a 37°C y 250RPM por 16h, utilizando una incubadora de agitación. El inóculo se 
llevó a un volumen de 500mL de LB más ampicilina y se dejó crecer a 250RPM y 37°C hasta 
alcanzar una densidad óptica entre 0,5-0,6 a 600nm. El cultivo se incubó en hielo por 30min y 
luego la expresión de la proteína se realizó durante 4h a 37°C (para PvRBSA completo) o 30°C 
(para regiones PvRBSA-A y PvRBSA-B), añadiendo 0,2mM de IPTG. La expresión fue 
confirmada por Western blot utilizando el anticuerpo monoclonal anti-polihistidinas. 
6.10 Extracción y purificación de fragmentos de PvRBSA 
Las moléculas fueron extraídas de forma soluble homogenizando el sedimento celular en buffer 
tampón B1 (20mM de Tris-Cl, 500mM de NaCl y 1mM de EDTA, pH 8,5) y lisando por 
sonicación en hielo durante 3min 30seg con pulsos 0,2seg ON 0,2seg OFF y 40% de amplitud. El 
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cultivo fue centrifugado a 15.000xg durante 15min a 4°C y las proteínas se purificaron a partir de 
la fracción soluble. 
 
Las proteínas fueron purificadas por cromatografía de afinidad en fase sólida. Para ello, la resina 
Ni
+2
-NTA (Qiagen, Valencia, CA, EE.UU.) se pre-equilibró con PBS y luego se incubó con el 
lisado de E. coli durante toda la noche a 4ºC y 4RPM en un agitador de tubos. Al otro día, la 
mezcla de proteína-resina fue depositada en una columna de purificación. Las proteínas no unidas 
se eluyeron mediante un lavado con 20mL de PBS que contenía imidazol al 15mM. Las proteínas 
unidas se eluyeron con PBS que contenía imidazol a concentraciones crecientes (de 25mM a 
500mM) en fracciones de 2mL [24, 85]. La purificación fue confirmada por tinción con azul de 
Coomassie y Western blot y luego, las fracciones con una única banda se unificaron para hacer una 
diálisis exhaustiva en PBS, pH 7,2. Las proteínas se cuantificaron utilizando un kit de micro BCA 
(Thermo Scientific) y la proteína albúmina de suero bovino (BSA por sus siglas en inglés Bovine 
serum albumin) como patrón de referencia [24, 85]. 
6.11 Unión de PvRBSA a los reticulocitos 
Los ensayos de unión celular se realizaron utilizando el protocolo descrito previamente para las 
proteínas PvGAMA y PvRBSA [24, 85]. En resumen, la unión de rPvRBSA, rPvRBSA-A y 
rPvRBSA-B a reticulocitos fue analizada por triplicado a través de citometría de flujo. Para ello, se 
utilizó como fuente de reticulocitos la sangre de cordón umbilical (SCU) de niños recién nacidos. 
La muestra de SCU se procesó para determinar la presencia del Antígeno Duffy para Quimiocinas 
(DARC), mediante un ensayo de aglutinación, usando anticuerpos dirigidos contra la fracción Fya 
o Fyb de la molécula. Luego, 2x10
7 




 fueron incubados con 25µg de cada 
proteína recombinante por 16h a 4°C y 4RPM en un agitador de tubos. Las regiones II y III/IV de 
DBP (25 µg) fueron usadas como control de unión positivo y negativo, respectivamente. 
Posteriormente, las muestras se incubaron con el anticuerpo monoclonal anti-His-PE de ratón 
(dilución 1:40) (MACSmolecular-Miltenyi Biotec, San Diego, CA, USA) (Excitación 585nm) clon 
J095G46 por 30min en oscuridad y sin agitación. 
 
Los glóbulos blancos y los reticulocitos fueron marcados con los anticuerpos monoclonales anti-




USA) y anti-CD71-APC-H7 clon M-A712 (Becton Dickinson) (Excitación 780nm), 
respectivamente. Posteriormente, la unión de las moléculas a reticulocitos (CD71+CD45-) fue 
cuantificada analizando 100.000 eventos en un citómetro FACS Canto II (BD, San Diego, CA, 
USA) y el programa FACS Diva [85]. 
6.12 Síntesis y purificación de péptidos derivados de PvRBSA-A 
Los péptidos utilizados fueron sintetizados, purificados y caracterizados por el Departamento de 
Química de la FIDIC. Brevemente, cinco péptidos de 20 residuos (40893, 40894, 40896, 40897 y 
40898) y uno de 14 (40895), no sobrelapados de PvRBSA-A (Tabla 2), fueron sintetizados 
químicamente utilizando la síntesis de péptidos múltiples en fase sólida en resina de hidrocloruro 
de 4-metilbenzhidrilamina (0,5meq/g) y aminoácidos protegidos con t-Boc (Bachem) [114, 115]. 
Los péptidos sintéticos se separaron por escisión con bajo contenido de fluoruro de hidrógeno. La 
pureza de cada péptido se analizó mediante cromatografía líquida de alto desempeño en fase 
reversa (RP-HPLC por sus siglas en inglés Reverse Phase - High Performance Liquid 
Chromatography) analítica, RP-HPLC semipreparativa y espectrometría de masas por 
desorción/ionización láser asistida por matriz y tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS por sus siglas 
en inglés Matrix-Assisted Laser Desorption/Ionization and Time-Of-Flight) (Bruker Daltonics ®) 
[116]. 
Tabla 2. Péptidos sintéticos de PvRBSA-A 
Secuencia de los 6 péptidos sintéticos no sobrelapados que cubren PvRBSA-A. Las líneas de colores limitan 
la secuencia correspondiente a cada péptido. Los números debajo de la secuencia pertenecen al código 
designado para los péptidos. 
6.13 Ensayo de inhibición de unión de rPvRBSA 
Los péptidos sintetizados derivados de PvRBSA-A fueron incubados de forma individual con 
2x10
7 
GR por 1h a 4°C en un agitador de tubos con 4RPM, en una relación 1:20 (proteína:péptido). 
Posteriormente, se adicionaron 25μg de rPvRBSA y se incubó nuevamente por 16h a 4°C y 4RPM 
en un agitador de tubos. El análisis de unión de rPvRBSA a reticulocitos se determinó siguiendo 
los parámetros descritos en el numeral 6.11. 
PvRBSA-A 
TASSESLAESNDAPSNSYESFPEIRENLTASEESLTSCEESLTGSNESLTGSNESLTGSNESLTGSNESLTESRESLEASRESLRASRESLAASRESLNDFCGSEESVACEGEPNEKTFMGDVLSGGE 
            P1                   P2                   P3                      P4                    P5                       P6                  
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6.14 Análisis estadístico  
Las diferencias entre las medias de unión de múltiples grupos, fueron calculadas mediante la 
prueba de Kruskal-Wallis, usando un nivel de significancia de 0,05. Los valores de la media y las 







7.1 Identificación de ortólogos de pvrbsa 
El gen rbsa ha sido descrito como exclusivo de las especies parasitarias que invaden reticulocitos. 
Con el fin de confirmar que este gen no está presente en otras especies de Plasmodium, se realizó 
una búsqueda en los genomas de P. cynomolgi, P. inui, P. fragile, P. coatneyi y P. knowlesi, 
utilizando la herramienta Blast. Dentro del genoma de P. cynomolgi, se encontraron dos contigs 
con un 80% de identidad con respecto a la secuencia de rbsa de la cepa Sal-I de P. vivax (pvrbsa). 
En P. inui y P. fragile, se identificaron contigs con identidades cercanas al 60%, mientras en P. 
coatneyi y P. knowlesi, no se identificaron regiones genómicas con similitud a rbsa. El 
alineamiento de estos contigs junto con la secuencia de pvrbsa (Anexo 1) mostró una similitud en 
la estructura exón-intron-exón de pvrbsa con las secuencias de P. cynomolgi, P. inui y P. fragile, 
indicando que este gen no es exclusivo de especies que invaden reticulocitos. 
 
7.2 Amplificación del gen pvrbsa por PCR 
El ADN parasitario para la amplificación de locus rbsa fue obtenido a partir de 167 muestras de 
pacientes infectados por P. vivax, colectadas en tres áreas endémicas de Colombia (41 de 
Amazonas, 39 de Chocó y 37 de Córdoba) y dos en Venezuela (29 de Bolívar y 19 de la zona 
costera venezolana y 2 presuntas de zona fronteriza con Brasil y Guyana). Estas muestras fueron 
identificadas previamente con infecciones por cepa única [5, 6, 117, 118]. La amplificación del gen 
rbsa fue llevada a cabo por PCR anidada, observándose productos de amplificación entre 1.454 a 
1.580 pb (Fig. 7-4). Estos productos fueron posteriormente purificados y enviados a secuenciar.  
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Figura 7-1. Productos amplificados del gen pvrbsa. 
 
Todas las muestras analizadas en este estudio correspondieron a infecciones únicas. Posición 1-18: Productos 
de amplificación representativos de la segunda PCR de algunas de las muestras analizadas ~1482pb. C+: 
Control positivo, ADN de la cepa VCG-I; PPM: Patrón de peso molecular Hyperladder I. 
 
 
Tabla 3. Secuencias incluidas para los análisis de diversidad genética de pvrbsa. 













Secuencias reportadas en bases de datos a partir 































Total  232 
Origen de las secuencias analizadas. 
7.3 Diversidad genética en el locus pvrbsa  
Los productos de PCR obtenidos fueron secuenciados con tres cebadores diferentes, con el fin de 
recuperar la totalidad de la secuencia de rbsa. Se recuperaron 167 secuencias, 117 provenientes de 
Colombia y 50 de Venezuela. Adicionalmente, fueron obtenidas 65 secuencias del gen pvrbsa 
disponibles en bases de datos, entre ellas, 5 secuencias de cepas de referencia y 60 secuencias 




mundo, a partir de diferentes proyectos de secuenciación. Un total de 232 secuencias fueron 
analizadas (Tabla 3). 
Estas secuencias fueron alineadas y varios estimadores de diversidad fueron calculados para todas 
las secuencias disponibles (Mundiales), así como para cada región en Colombia y Venezuela 
(Tabla 4). En las 232 secuencias, se observaron 47 sitios polimórficos y 80 haplotipos diferentes 
para el gen completo, mientras al analizar la secuencia codificante o CDS (por las siglas en inglés 
Coding sequence), se encontraron 44 sitios polimórficos y 70 haplotipos (Tabla 4). La diversidad 
nucleotídica (π) mostró valores menores a 0,01. 
 
Tabla 4. Estimadores de diversidad genética calculados a partir del polimorfismo de nucleótido simple 
(SNP). 
  n   
Longitud del 
alineamiento 





























































































































































































Los estimadores de diversidad genética fueron calculados usando las secuencias obtenidas de bases de datos 
junto con secuencias obtenidas a partir de 167 muestras de pacientes infectados (Mundiales) con P. vivax de 




:subpoblación, n: número de aislados analizados; sitios: 
total de sitios analizados; Ss: número de sitios segregantes; S: número de sitios singleton; Ps: número de 
sitios parsimonioso informativos; H: número de haplotipos; θw: estimador de Watterson; π: diversidad 
nucleotídica por sitio. Los estimadores de diversidad fueron corregidos por el tamaño de la muestra 
multiplicando por n/(n-1). Aunque la diversidad nucleotídica no es afectada por el tamaño de muestra, está 
también fue corregida. 
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La diversidad nucleotídica para las dos subpoblaciones de Venezuela (Bolívar y zona costera) fue 
similar entre ellas, pero mayor a la observada para las subpoblaciones colombianas. Con respecto a 
las subpoblaciones colombianas, la subpoblación de Meta (secuencias disponibles en PlasmoDB) 
mostró la menor diversidad, mientras que Córdoba fue la subpoblación con el valor de π más alto 
(Tabla 4). La población colombiana mostró 37 haplotipos, siendo la subpoblación de Córdoba la 
que presento el mayor número. 25 haplotipos se observaron en la población de Venezuela, 17 en 
Bolívar y 13 en la zona costera. 
 
Dado que diferentes fuerzas evolutivas (deriva, selección, recombinación y migración) pueden 
generar esta diversidad genética en poblaciones naturales [119], se realizaron varias pruebas 
evolutivas, para inferir cuáles de ellas estaban modulando la diversidad observada del gen pvrbsa.  
 
7.4 Efecto de la selección en el locus pvrbsa 
Para evaluar las fuerzas de selección y deriva, se realizaron pruebas basadas en el modelo neutral 
de evolución molecular, tanto para las poblaciones como las subpoblaciones. No se encontraron 
valores estadísticamente significativos para pvbsa utilizando el estimador D de Tajima. Sin 
embargo, se observaron valores positivos estadísticamente significativos para el estimador de Fu & 
Li en las subpoblaciones de Meta y Bolívar, lo que podría indicar selección balanceante o una 
disminución en el tamaño de las poblaciones. Así mismo, valores negativos estadísticamente 
significativos, fueron encontrados para el estimador Fay & Wu en la población colombiana y en la 
subpoblación del Chocó, que podrían indicar un arrastre selectivo (Tabla 5). Las pruebas basadas 
en la distribución de los haplotipos (Fs, H y K) no mostraron desviaciones del modelo neutral 
(Tabla 5). A pesar que no todos los valores encontrados en las poblaciones o subpoblaciones son 
estadísticamente significativos, una ventana deslizante para las pruebas basadas en el espectro de la 







Tabla 5. Pruebas de neutralidad para la región codificante (CDS) del gen pvrbsa en las poblaciones 
colombianas y venezolanas. 
Las pruebas basadas en el modelo neutral de evolución molecular. Los valores estadísticamente 
significativos son mostrados en negrilla. 
Por otra parte, la diferencia dN-dS (Tabla 6), evidenció que la tasa de sustitución no sinónima fue 
más alta que la tasa de sustitución sinónima, con valores estadísticamente significativos para la 
subpoblación de Meta; esto indica desviación hacia selección positiva (Tabla 6). Posteriormente, se 
calculó una ventana deslizante de la tasa ω (dN/dS) para evaluar cómo las tasas dN y dS se han fijado 
a lo largo de pvrbsa (Figura 7-4). Se observaron tres picos, con valores mayores a 0,5, siendo el 
último mayor a 1 (Figura 7-4). La región entre los nucleótidos 200 al 1.200 tenía valores menores a 
0.  
Tabla 6. Diferencia entre las tasas dN y dS en P. vivax  
Población 
PvRBSA-A (196–600 pb) PvRBSA-B (601-1353pb) Gen completo 
dN-dS (DE) valor p dN-dS (DE) valor p dN-dS (DE) valor p 
Mundial 0,0014 (0,0021) 0,255 0,0060 (0,0046) 0,102 0,0043 (0,0027) 0,062 
Colombia 0,0010 (0,0022) 0,318 0,0050 (0,0044) 0,145 0,0036 (0,0028) 0,099 
Amazonas 0,0016 (0,0011) 0,083 0,0033 (0,0051) 0,251 0,0027 (0,0029) 0,177 
Chocó 0,0022 (0,0022) 0,161 0,0050 (0,0047) 0,133 0,0039 (0,0027) 0,078 
Córdoba 0,0005 (0,0037) 0,441 0,0036 (0,0046) 0,811 0,0026 (0,0028) 0,173 
Meta -0,0024 (0,0036) 0,248 0,0081 (0,0034) 0,009 0,0045 (0,0022) 0,023 
Venezuela 0,0014 (0,0022) 0,269 0,0063 (0,0049) 0,120 0,0046 (0,0031) 0,070 
Bolívar 0,0023 (0,0023) 0,166 0,0058 (0,0052) 0,124 0,0045 (0,0031) 0,076 
Zona costera 0,0002 (0,0032) 0,472 0,0070 (0,0057) 0,099 0,0047 (0,0033) 0,081 
Tasa de sustitución no-sinónima (dN) y tasa de sustitución sinónima (dS) dentro de P. vivax para las 
poblaciones analizadas. La subpoblación de Meta evidencia valores estadísticamente significativos con 
desviación hacia selección positiva en el análisis del gen completo y de la Región B; estos valores se 
encuentran señalados en negrita. 
 
Teniendo en cuenta la relación filogenética de P. vivax con P. cynomolgi, se estimó la tasa de 
Divergencia no-sinónima (KN) y sinónima (KS) entre estas especies (Tabla 7), encontrando 
    CDS    
N Población Tajima Fu & Li Fay & Wu Fu K  Hd 
D D F H Fs   
135 Colombia 0,637 -0,779 -0,303 -12,818 (<0.01) -3,447 
1,192 
32 0,930 
41 Amazonas 1,192 0,261 0,788 -4,820 13 0,868 
37 Chocó 0,174 -0,459 -0,285 -11,339(<0.03) -0,755 16 0,911 
39 Córdoba 1,423 1,045 1,446 -5,036 -0,758 17 0,920 
18 Meta 1,856 1,543(<0.05) 2,117( <0.02) -1,673 1,050 8 0,908 
50 Venezuela 1,865 -5,036 2,168 (<0.02) -4,140 -3,851 25 0,939 
29 Bolívar 1,734 1,806 (<0.02) 2,236 (<0.02) -5,197 -1,969 17 0,941 
19 Zona costera 1,426 0,910 1,39218 -4,520 -1,196 13 0,947 
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desviación del modelo neutral hacia selección positiva. Valores similares fueron encontrados al 
comparar las secuencias de P. vivax con otras especies de Plasmodium que presentan genes 
ortólogos de rbsa y se encuentran relacionadas filogenéticamente (Tabla 8). 
Tabla 7. Evaluación de la divergencia KN y KS entre P. vivax y P. cynomolgi. 
P. vivax/P. cynomolgi 
Población 
PvRBSA-A (196 - 600 bp) PvRBSA-B (601 - 1353 bp) Gen completo 
Kn-Ks (DE) valor p Kn-Ks (DE) valor p Kn-Ks (DE) valor p 
Mundial -0,0010 (0,0029) 0,372 0,0079 (0,0047) 0,045 0,0053 (0,0028) 0,033 
Colombia -0,0029 (0,0044) 0,249 0,0079 (0,0046) 0,033 0,0052 (0,0029) 0,032 
Venezuela -0,0092 (0,0103) 0,188 0,0150 (0,0057) 0,005 0,0089 (0,0038) 0,012 
Divergencia no-sinónima (KN) y sinónima (KS) entre P. vivax y P. cynomolgi, una especie filogenéticamente 
cercana. Todas las poblaciones evidencian valores estadísticamente significativos, sugiriendo selección 
positiva en el gen completo y en la región B del gen.   
 
La ventana deslizante de la tasa ω (KN/KS) para este conjunto de datos mostró un pico superior a 1 
hacia el extremo 5’, así como en una región entre el nucleótido 600-1.572 (PvRBSA-B). La región 
entre el nucleótido 200 a 600 (PvRBSA-A) tenía un ω menor que 1 (Figura 7-4). En consecuencia, 
el gen se dividió en las dos regiones (A y B) y las tasas dN-dS (Tabla 6), así como KN-KS (Tabla 7 y 
8), fueron calculadas para cada región. 
Tabla 8. Evaluación de la divergencia KN-KS entre P. vivax y otras especies de Plasmodium spp que 
presentan genes ortólogos a rbsa. 
P. vivax/Plasmodium sp 
Población 
PvRBSA-A (196 - 600 bp) PvRBSA-B (601 - 1353 bp) Gen completo 
KN- KS (DE) valor p KN- KS (DE) valor p KN- KS (DE) valor p 
Mundial  -0,0031 (0,0042) 0,234 0,0100 (0,0045) 0,017 0,0067 (0,0029)0,012 
Colombia  -0,0064 (0,0069) 0,184 0,0118 (0,0047) 0,008 0,0077 (0,0031)0,007 
Venezuela  -0,0174 (0,0023) 0,167 0,0238 (0,0064) 0,0001 0,0152 (0,0048)0,001 
Divergencia no-sinónima (KN) y sinónima (KS) entre P. vivax y especies que presentan el gen rbsa. Todas las 
poblaciones evidencian valores estadísticamente significativos, sugiriendo selección positiva en el gen 
completo y en la región B del gen (señalados en negrita). 
 
No se observaron valores estadísticamente significativos para dN-dS en ninguna de las dos regiones, 
excepto para la región B en la subpoblación Meta (Tabla 6). Por el contrario, se encontraron 
valores positivos estadísticamente significativos para la región B de todas las poblaciones, cuando 
se calculó KN-KS entre P. vivax y P. cynomolgi (Tabla 7), igualmente cuando fue calculado para P. 
vivax y otras especies filogenéticamente relacionadas que presentan genes ortólogos a rbsa (Tabla 






Figura 7-4. Representación esquemática del CDS de pvrbsa y ventana deslizante para la tasa ω. 
 
Los valores ω de rbsa dentro de P. vivax usando todas las secuencias disponibles se muestran en azul a lo largo del gen. Así mismo, se muestran en rojo y verde 
para las poblaciones de Colombia y Venezuela, respectivamente. También las tasas de divergencia entre rbsa en P. vivax y las especies que presentan genes 
ortólogos a este son mostradas en morado. Una representación del gen rbsa es dada bajo la ventana deslizante indicando el péptido señal, los dominios putativos 
DMPI y PRK15370, y las regiones transmembrana. Regiones con inserciones y deleciones (INDELs), también son indicadas. Los números corresponden a las 
posiciones del alineamiento del Anexo 3. Los sitios bajo selección negativa son representados con líneas verdes y los sitios bajo selección positiva son mostrados 
por líneas rojas. En la parte inferior del esquema, se observan dos líneas (moradas) que corresponden a los péptidos 40894 y 40897. 




Posteriormente, la tasa ω se calculó para cada codón usando métodos de máxima verosimilitud 
(SLAC, FEL, IFEL, REL y MEME) y el método bayesiano (FUBAR), encontrando 21 codones 
seleccionados positivamente entre las especies, mientras otros 30 codones están bajo selección 
negativa (Anexo 4), varios de ellos en la región pvrbsa-a (Figura 7-4). Un análisis de blast en la 
base de datos de proteínas del NCBI, mostró dos dominios putativos en las regiones que tienen ω < 
1 (pvrbsa-a). El primero pertenecía al dominio DMP1 y el otro a un dominio PKR15370, que 
contiene una región rica en leucina (LRR) (Figura 7-4). 
7.5 Desequilibrio de ligamiento y recombinación 
Para determinar el efecto de la recombinación sobre la diversidad encontrada en pvrbsa, se evaluó 
el desequilibrio de ligamiento (LD) entre los polimorfismos mediante el estimador ZnS, el cual 
mostró valores significativos para las subpoblaciones de Meta y venezolanas (Tabla 10). La 
regresión lineal entre el LD y la distancia nucleotídica, mostró una reducción del LD conforme la 
distancia aumenta, sugiriendo que la recombinación podría estar teniendo lugar en el locus (Figura 
7-5). Un comportamiento similar se observa al evaluar las poblaciones y subpoblaciones (Anexo 
5). La acción de la recombinación fue confirmada por los valores significativos del estimador ZZ 
detectados en todas las poblaciones, excepto para la subpoblación colombiana de Meta y el número 
de sitios mínimos de recombinación encontrados (Tabla 10). Así mismo, el método GARD 
encontró un punto de recombinación en el nucleótido 618 y 1058 (p = 0,0002). 
Tabla 9. Desequilibrio de ligamiento y recombinación. 
Longitud completa del gen 
n Población ZnS ZZ Rm 
135 Colombia  0,1013 0,3268 (< 0,01) 8 
41 Amazonas 0,1737 0,3346 (< 0,01) 2 
37 Chocó 0,1525 0,2875 (<0,01) 6 
39 Córdoba 0,203 0,3190 (<0,01) 5 
18 Meta 0,2778 (<0,05) 0,2047 3 
50 Venezuela 0,1512 (<0,05) 0,2627 (<0,01) 10 
29 Bolívar 0,1820 0,2624 (<0,05) 7 
19 Zona costera 0,1795 0,2427 (<0,05) 6 





Figura 7-5. Desequilibrio de ligamiento para las secuencias mundiales. 
 
La regresión lineal entre LD y la distancia nucleotídica de las secuencias mundiales, mostró que LD 
disminuyó con el aumento de la distancia nucleotídica. Un patrón esperado bajo recombinación. 
7.6 Estructura genética de la población colombiana, venezolana 
respecto al locus pvrbsa 
Para evaluar la migración y entender mejor la relación evolutiva entre los haplotipos de pvrbsa, se 
usó un análisis AMOVA y se construyó una red de haplotipos para describir el conjunto de vías 
mutacionales potenciales que dan lugar a los 70 haplotipos disponibles para el locus de pvrbsa en 
las poblaciones de Colombia y Venezuela (Figura 7-6). La red mostró que las distintas poblaciones 
del parásito comparten haplotipos, independiente de la región geográfica, los cuales se hallan 
relacionados por distintos caminos mutacionales y secuencias ancestrales (median vectors) (Figura 
7-6). Dentro de los haplotipos más frecuentes y compartidos entre poblaciones (Colombia y 
Venezuela), se encuentra el haplotipo: H_4, seguido por H_11/15/24 que fue compartido por 
diferentes subpoblaciones (Córdoba, Amazonas, Chocó y Bolívar), lo cual indica que no parece 
haber una estructura poblacional clara. Cabe resaltar, la presencia de haplotipos únicos o 
restringidos a subpoblaciones particulares (es decir, H_30, H_23, H_52, H_39) o a poblaciones 
(H_5, H_8, H_41 y H_46). 
 
Posteriormente, se realizó un análisis AMOVA para abordar la diferenciación poblacional (Tabla 
5). El análisis mostró una variación de alrededor del 4% entre las subpoblaciones dentro de los 
grupos (p = 0,00). La mayor variación (92,79%) ocurrió dentro de las poblaciones (p = 0,00). Las 
comparaciones entre pares de subpoblaciones estimadas por el índice FST mostraron valores entre 
0,0136 y 0,0942, con diferencias estadísticamente significativas, excepto al comparar las 
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subpoblaciones colombianas de Meta y Chocó, así como las subpoblaciones venezolanas (Tabla 9).  
Este valor fue mayor entre subpoblaciones de distinto país. Por lo tanto, el flujo genético podría ser 
limitado entre ellas.   
 
Figura 7-6. Red de haplotipos para las poblaciones parasitarias por subpoblaciones.  
 
La gráfica muestra los haplotipos de pvrbsa identificados a partir de las secuencias de las subpoblaciones de 
Colombia y Venezuela. Algunos haplotipos fueron incluidos dentro de otros al utilizar el algoritmo “star 
contraction” [83], para simplificar la interpretación de la red, por ejemplo, los haplotipos H_15 y H_24 
fueron incluidos dentro del haplotipo H_11. Cada nodo es un haplotipo y su tamaño indica la frecuencia del 
mismo. Las líneas que conectan los haplotipos entre sí, representan los distintos caminos mutacionales y los 





Tabla 10. Análisis de AMOVA y estadístico FST entre subpoblaciones para pvrbsa  
AMOVA 
Fuente de variación % de variación Valor p 
Entre poblaciones (FCT) 
Entre subpoblaciones dentro de la población (FSC) 









Meta Chocó Amazonas Córdoba Bolívar Zona Costera 
Meta 
 
0,28613 0,00391 0,00781 0,00000 0,00000 
Choco 0,0069 
 
0,00000 0,00586 0,00000 0,00098 
Amazonas 0,0739 0,0553 
 
0,00000 0,00000 0,00000 
Córdoba 0,0414 0,0273 0,0856 
 
0,00000 0,00000 
Bolívar 0,0566 0,0488 0,0833 0,0607 
 
0,14648 
Zona Costera 0,0756 0,0565 0,0942 0,0646 0,0136 
 El FST fue calculado para las subpoblaciones parasitarias en Colombia y Venezuela. Los valores por debajo 
de la diagonal corresponden al valor del FST (cercanos a 0 indican baja diferenciación genética y cercanos a 1 
indican alta diferenciación genética), mientras los valores p se encuentran por encima de la diagonal. En 
negrilla se muestran los valores estadísticamente significativos. 
7.7 Expresión y purificación de rPvRBSA, rPvRBSA-A y 
rPvRBSA-B  
Los fragmentos codificantes de la región amino- (rPvRBSA-A y carboxilo- (rPvRBSA-B) terminal 
de pvrbsa amplificados por PCR, se obtuvieron a un tamaño esperado (406 y 376pb, 
respectivamente) (Figura 7-7). Luego, cada fragmento se ligó al vector pET32b+, se clonó y se 
expresó exitosamente en el sistema E. coli (Figura 7-8). Después de la purificación de los 
fragmentos por cromatografía de afinidad en fase sólida, su integridad fue evaluada por SDS-
PAGE y Western blot, usando un anticuerpo monoclonal anti-polihistidinas (Figura 7-8). Como se 
puede observar, las proteínas recombinantes presentan un patrón de migración anómalo, lo cual ha 
sido demostrado previamente para rPvRBSA y otros antígenos de P. vivax [24, 76, 120].  
Figura 7-7. Fragmentos amplificados de pvrbsa-a y pvrbsa-b 
 
Productos de amplificación correspondientes a pvrbsa-a (~406pb) y pvrbsa-b (~376pb). PPM: Patrón de 
peso molecular (Hyperladder II). Estos productos fueron clonados en el vector pET23B+, verificados 
posteriormente por secuenciación y utilizados para transformar en células E. coli BL-21-D3 para obtener los 
fragmentos recombinantes de PvRBSA. 
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Figura 7-8. Confirmación de la expresión y purificación de las proteínas recombinantes. 
 
Proteínas recombinantes purificadas correspondientes a rPvRBSA (~44,8kDa), rPvRBSA-A (~18,4kDa) y 
rPvRBSA-B (~18,2kDa). PPM: Patrón de peso molecular (Opti-Protein Marker XL). La expresión de la 
proteína fue confirmada por tinción con azul de Coomassie (carriles 1, 5 y 9) y Western blot (carriles 2, 6 y 
10). Así mismo, la purificación de cada molécula se verificó por tinción con azul de Coomassie (carriles 3, 7 
y 11) y por Western blot (carriles 4, 8 y 12).  
 
7.8 La unión de rPvRBSA-A es exclusiva a reticulocitos 




) fueron incubados con las proteínas 
recombinantes (rPvRBSA, rPvRBSA-A, rPvRBSA-B, rPvDBP-II y rPvDBP-III/IV) y luego la 
unión a reticulocitos se analizó por citometría de flujo. El porcentaje de unión de cada 
recombinante (marcada con el anticuerpo anti-His-PE) a reticulocitos (marcados con el anticuerpo 
anti-CD71-APC-H7) se calculó a partir la población de células CD71+CD45- (reticulocitos) o 
CD71-CD45- (glóbulos rojos maduros), usando una estrategia de exclusión de glóbulos blancos 
(marcados con el anticuerpo anti-CD45-APC) (Figura 7-9). El análisis reveló que las proteínas 
rPvRBSA y rPvRBSA-A se unen a los reticulocitos en un 5,5%±1,8DE y 13%±1,7DE, 
respectivamente mientras que rPvRBSA-B no se unió. La unión de rPvRBSA y rPvRBSA-A a 
reticulocitos presentó una diferencia estadísticamente significativa comparada con el control 
negativo (DBP-III/V: 2,4%±1,3DE) (prueba de Kruskal-Wallis: p=0,014). De interés, el porcentaje 
de unión de rPvRBSA-A fue mayor al encontrado para la proteína completa (Figura 7-10). Esta 
discrepancia posiblemente se debe a un cambio estérico que sufre la molécula rPvRBSA-A, el cual 




mejor interacción. Aunque este comportamiento ha sido reportado para otros antígenos de 
Plasmodium [84, 121-123], se necesitan más estudios para confirmar dicha hipótesis.  
 
Figura 7-9. Estrategia de selección de reticulocitos. 
 
El grafico muestra la estrategia de selección de reticulocitos (CD71+CD45-). 1) Selección de GR por 
complejidad (SSC-A) y tamaño (FSC-A). 2) Exclusión de dupletes mediante el análisis de altura (FSC-H) y 
área (FCS-A). 3) Discriminación de reticulocitos (CD71+CD45-), GR maduros (CD71-CD45-) y leucocitos 
activados (CD71+CD45+). 4 y 5) Análisis de unión de moléculas (PE+) a GR maduros o reticulocitos, 
respectivamente. 6) Corresponde al control negativo de la señal del anticuerpo PE en células no incubadas 
con proteína.  
Figura 7-10. Ensayo de unión de rPvRBSA y rPvRBSA-A y rPvRBSA-B a reticulocitos  
 
Porcentaje de unión de las proteínas rPvRBSA, rPvRBSA-A y rPvRBSA-B a reticulocitos. El control de 
unión positivo (rPvDBP RII) y negativo (RIII/IV) es indicado. La actividad de unión se expresa como la 
mediana ± DE de tres experimentos independientes. 
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7.9 Dos péptidos de PvRBSA-A son importantes en la unión a 
reticulocitos humanos  
Teniendo en cuenta la unión de rPvRBSA-A a los reticulocitos (Figura 7-10), se sintetizaron 6 
péptidos no sobrelapados que cubren dicha región (Tabla 2), con el fin de estudiar cuáles son los 
residuos mínimos que están implicados en la interacción proteína-célula. Los péptidos fueron 
preincubados individualmente con GR de SCU y luego se determinó la unión de rPvRBSA a las 
células diana. 
Se encontró que los péptidos 2 y 6 fueron capaces de inhibir la unión de rPvRBSA a una población 
de células CD71+CD45- en un 35% y 18%, respectivamente. Muy importante, el péptido 5 mostró 
un porcentaje de inhibición de la unión superior al 50%. De manera interesante, los péptidos 2 y 5 
se ubican en una región altamente conservada en la que se encontró un dominio putativo 
PRK15370, que se compone de una región rica en Leucina (LRR) y está implicado en la 
interacción hospedero-patógeno (Figura 7-4). 
 
Figura 7-11. Inhibición de la unión de rPvRBSA a reticulocitos usando péptidos derivados de rPvRBSA-A  
 
La unión de rPvRBSA (C+) a células sin pre-incubar con péptidos fue considerada como el 100%. Los 6 
péptidos derivados de PvRBSA-A se encuentran numerados de P1 a P6. Como control negativo de inhibición 






La malaria sigue siendo un problema de salud pública en varias regiones tropicales y subtropicales 
de todo el mundo [124]. Aunque una vacuna antimalárica parece ser una de las alternativas de 
mayor costo-beneficio que ayudaría a controlar esta enfermedad, aún no se ha desarrollado una 
vacuna completamente efectiva. Dado que P. vivax tiene una biología compleja [125], 
principalmente por el tropismo de invadir reticulocitos, lo que dificulta la obtención de un cultivo 
in vitro continuo, la identificación y caracterización de antígenos de una vacuna antimalárica 
contra la especie es una tarea lenta [64]. Varios antígenos sugeridos como candidatos potenciales a 
la vacuna frente a P. vivax han sido caracterizado, teniendo en cuenta los candidatos propuestos 
previamente para P. falciparum u otras especies de Plasmodium [64, 73-75, 120]. Sin embargo, 
P. vivax y P. falciparum tienen diferentes características y esto podría ser el resultado de sus 
diferentes caminos evolutivos. En consecuencia, varios antígenos específicos de especie podrían 
ser relevantes al momento de diseñar una vacuna antimalárica. 
 
Recientemente, se identificó el antígeno de superficie de unión a reticulocitos (RBSA) en especies 
que invaden reticulocitos (P. vivax y P. cynomolgi), lo que sugiere que este antígeno podría ser 
específico para invadir este tipo de célula hospedera y, por lo tanto, podría considerarse un 
candidato apropiado para diseñar un vacuna anti-P. vivax [24]. Sin embargo, este antígeno parece 
no ser exclusivo para P. vivax y P. cynomolgi, dado que una búsqueda sobre los genomas de 
especies filogenéticamente cercanas a P. vivax demostró que existen ortólogos de pvrbsa en 
especies que invaden GR maduros, tales como P. inui y P.fragile (Anexo 2). Debido a que 
ortólogos a pvrbsa no fueron encontrados en P. knowlesi o P. coatneyi, se sugiere este gen debió 
haberse perdido durante la evolución de estas dos especies.  
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Con respecto al gen pvrbsa, éste fue amplificado a partir de 167 muestras de ADN parasitario 
obtenido de poblaciones de Colombia y Venezuela. Las secuencias derivadas se analizaron junto 
con 65 secuencias de diferentes regiones del mundo. Este gen presentó polimorfismo de tamaño 
debido a repeticiones ubicadas en el extremo 5’. La región codificante de pvrbsa presento 44 sitios 
segregantes o polimórficos (47, teniendo la secuencia del gen completo) y 70 haplotipos (Anexo 
4). El valor π de pvrbsa (0,0080 ± 0,0002) fue menor que el observado en otras proteínas de 
superficie del merozoíto (pvmsp1, π > 0,05200; pvmsp3α, π >0,0349 [126, 127]; pvmsp7C, π = 
0,0548; pvmsp7H, π = 0,0357; pvmsp7I, π = 0,0430 [128]; pvmsp7E, π = 0,0573[118]), similar a 
la encontrada en pvama1 (π = 0.0067 [126, 129]) y pvdbp (π = 0,0101 [130]), pero mayor a la 
observada en pvmsp7A (π = 0,0002), pvmsp7K (π = 0,0025), pvmsp7F (π = 0,0008), pvmsp7L (π = 
0.0006) [118, 131], pvmsp8 (π = 0,0022) [132], pvmsp10 (π = 0,0002) [131, 132], pv12 (π = 
0,0004), pv38 (π = 0,0026) y pv41 (π = 0,0037) [118, 133, 134] o proteínas de roptrias (rap1,  π 
= 0.00088, rap2, π = 0.00141 y ron4, π =0.0004 [117, 135, 136]). 
 
La población venezolana tuvo mayor diversidad genética que la población colombiana respecto al 
locus pvrbsa (Tabla 1); sin embargo, las fuerzas que causan tal diversidad parecen ser similares en 
ambas poblaciones. A pesar de que las pruebas de neutralidad no arrojaron valores promedio 
estadísticamente significativos (Tabla 2), la selección natural parece modular la diversidad del 
locus. Las ventanas deslizantes para las pruebas basadas en el espectro de frecuencias de los 
polimorfismos mostraron valores negativos (p < 0,02) en los nucleótidos 100 a 300 en poblaciones 
y subpoblaciones (Anexo 2), sugiriendo selección direccional (negativa o positiva). Por otro lado, 
la región entre los nucleótidos 750 al 940, parece estar bajo selección balanceante, como lo 
sugieren los valores positivos para estas posiciones (Anexo 2). La selección direccional también se 
identificó entre los nucleótidos 1.000 a 1.090 en la subpoblación colombiana, mientras que la 
selección balanceante también se encontró entre los nucleótidos 1.090 a 1.200 en la subpoblación 
venezolana (Anexo 2). 
 
Las pruebas basadas en el tipo de mutaciones sinónimas y no sinónimas, confirmaron la acción de 
la selección natural. La selección positiva parece operar en una región que abarca los nucleótidos 
601-1.353 (PvRBSA-B, Figura 7-4. Tablas 6-8). En esta región, se observó que la tasa de 




algunos aminoácidos en RBSA proporcionaría al parásito una ventaja, permitiéndole evadir la 
respuesta inmune del hospedero, así como ha sido propuesto para otros antígenos [128]. 
 
Mientras que PvRBSA-B perece estar involucrado en la evasión de la respuesta inmune del 
hospedero, PvRBSA-A podría mediar la interacción del parásito y el hospedero. Se encontraron 
valores negativos en las pruebas dN-dS y KN-KS; sin embargo, estas no fueron estadísticamente 
significativas (Tabla 6-8), por lo que la neutralidad no puede ser descartada. La ventana deslizante 
mostró que la tasa ω fue menor que 1 en esta región y varios codones en esta región fueron 
identificados bajo selección negativa por los métodos basados en codones. Adicionalmente, fueron 
identificados dos dominios putativos dentro de esta región (Figura 7-4). Uno era el dominio de la 
superfamilia DMP1 que se encuentra en la proteína 1 de la matriz de dentina, que actúa como 
componente transcripcional en los mamíferos [137]. Sin embargo, aún no está claro cómo podría 
actuar este dominio en el parásito. 
 
Más interesante fue el hallazgo del dominio PRK15370. Este dominio pertenece a la superfamilia 
NEL, donde sus miembros se caracterizan por la presencia de regiones ricas en leucina (LRR por 
sus siglas en inglés Leucine-Rich región). Estas LRR han sido involucradas en la interacción 
hospedero-patógeno [138]. Cuando se evaluó la capacidad de unión a reticulocitos humanos de los 
fragmentos recombinantes de rPvRBSA-A y rPvRBSA-B, solo rPvRBSA-A mostro unión a estas 
células (Figura 7-10), lo cual confirma los hallazgos encontrados mediante el análisis de selección 
natural aquí realizados. El porcentaje de unión de rPvRBSA-A fue mayor que el de la proteína 
completa rPvRBSA. Aunque no es claro a qué se debe este comportamiento, esto también ha sido 
observado en otros antígenos de Plasmodium spp relacionados con la invasión [84, 121-123]. Dado 
que solo rPvRBSA-A mostró unirse a reticulocitos humanos, péptidos de 20 aminoácidos fueron 
sintetizados con el fin de determinar las regiones mínimas y específicas de rPvRBSA-A 
involucradas en la unión a reticulocitos. El ensayo de inhibición con estos péptidos mostró tres de 
ellos capaces de disminuir la unión rPvRBSA-reticulocitos (FPEIRENLTASEESLTSCEE (40894), 
ESLAASRESLNDFCGSEESV (40897) y ACEGEPNEKTFMGDVLSGGE (40898)). Sin 
embargo, solamente los péptidos 40894 y 40897 se localizaron en el dominio putativo PRK15370, 
el primero ubicado hacia el dominio N-terminal, mientras que el otro se encontraba al final de este. 
Sorprendentemente, esta región se encontró en la región de repetición de PvRBSA. Usualmente, el 
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parásito suele utilizar las repeticiones como mecanismo de evasión inmune. Sin embargo, las 
repeticiones también podrían ser funcionalmente importantes, como se ha observado en la proteína 
CSP [139, 140]. Por consiguiente, la región de PvRBSA implicada en la interacción parásito-
hospedero se localizó entre los aminoácidos 76 a 176 (Números basados en la secuencia de 
proteínas en la cepa Sal-I), siendo las regiones de los péptidos 40894 y 40897 (completamente 
conservados en P. vivax) críticas para la interacción, lo que significa que estos péptidos podrían 
considerarse para el desarrollo de una vacuna. 
 
Los resultados antes mencionados, sugieren que la selección natural es una fuerza evolutiva 
importante que modula la diversidad genética de pvrbsa; mientras que la selección negativa actúa 
en el extremo 5’, el extremo 3’ está bajo selección positiva diversificante o selección balanceante. 
No obstante, otras fuerzas también podrían estar involucradas en la generación de diversidad. La 
recombinación puede aumentar la diversidad al intercambiar fragmentos de ADN durante la 
reproducción sexual. Al evaluar la regresión lineal entre el LD y la distancia nucleotídica, se 
observó que el LD disminuye a medida que aumentaba la distancia de nucleótidos (Figura 7-5, 
Anexo 4), lo que sugiere que la recombinación ha tenido lugar en este gen. Esta se confirmó 
usando los estimadores ZZ y Rm (Tabla 10). Adicionalmente, el algoritmo GARD también 
proporcionó evidencia de recombinación (punto de recombinación el nucleótido 908, p = 0,0002), 
sugiriendo que la recombinación puede aumentar la diversidad genética de rbsa. 
 
Finalmente, la migración fue la última fuerza evaluada. La red de haplotipos inferida mediante el 
uso de todas las secuencias, mostró que diferentes haplotipos son compartidos por diferentes países 
alrededor del mundo. Varios haplotipos encontrados en el continente americano, también 
estuvieron presentes en Asia, por lo tanto, la mayoría de los haplotipos deberían haber surgido 
antes de la dispersión de P. vivax por el mundo. Consecuentemente, debido a las diferentes 
introducciones de P. vivax a América por la migración humana [141], los haplotipos de pvrbsa han 
llegado a diferentes poblaciones americanas. Al analizar solo las secuencias de Colombia y 
Venezuela, la red de haplotipos tampoco muestra una población estructurada. De hecho, varios 
haplotipos se comparten entre Colombia y Venezuela, así como también entre subpoblaciones 
(Figura7-6). Sin embargo, el análisis AMOVA sugiere que existe variación dentro de las 




mayoría de las comparaciones cuando el índice de fijación (FST, basado en la diversidad del 
haplotipo) se calculó entre subpoblaciones (Tabla 10), lo que sugiere que las poblaciones son 
genéticamente diferentes con respecto al locus pvrbsa. Esto puede ser consecuencia de un flujo 
genético limitado entre las subpoblaciones colombianas o debido a una adaptación local. Por el 
contrario, las subpoblaciones venezolanas, así como las subpoblaciones Chocó y Meta, parecen ser 
poblaciones genéticamente similares (Tabla 10). Dado que en América las poblaciones parecen 
estar estructuradas [142] y debido a que este patrón también se ha observado en otros antígenos de 
P. vivax en Colombia [117, 118, 133], la migración (o el flujo de genes) podría no ser una fuerza 
importante para modular la diversidad de pvrbsa en Colombia, pero si en Venezuela. Un análisis 
más detallado utilizando marcadores neutrales dentro de Colombia y Venezuela podría confirmar 
esta idea [141]. Tomando en cuenta esta evidencia, podría sugerirse que los haplotipos de pvrbsa 
llegaron a Colombia y Venezuela durante la introducción de P. vivax a América [141]. Los 
parásitos de P. vivax llegaron a diferentes regiones en estos países; las poblaciones en Colombia 
permanecen aisladas debido a un flujo genético limitado entre ellas, pero en Venezuela los 





9. Conclusiones y recomendaciones 
9.1 Conclusiones 
Aunque la proteína RBSA ha sido identificada previamente como un antígeno exclusivo de 
especies de Plasmodium que invaden reticulocitos, este antígeno está presente en varias especies 
de Plasmodium que infectan primates no humanos.  
 
El locus pvrbsa tiene diversidad genética intermedia (π = 0,008); esta diversidad está modulada por 
la selección natural, la recombinación y la migración (la última para Venezuela, pero no para 
Colombia).  
 
Es probable que la selección balanceante (o una selección dependiente de frecuencia) tenga lugar 
en la región B de pvrbsa (PvRBSA-B) porque esta región podría  estár involucrada en la evasión 
de la respuesta inmune, mientras que PvRBSA-A podría estar bajo selección direccional. Esta 
región tiene el dominio putativo PRK15370 que se caracteriza por una región LRR. Esta región se 
une a los reticulocitos humanos. Adicionalmente, dos péptidos derivados del dominio PRK15370 
que son altamente conservados en aislados de P. vivax, mostraron estar particularmente implicados 
en la interacción específica entre PvRBSA y reticulocitos. Por lo tanto, estas regiones mínimas 
podrían considerarse al diseñar una vacuna completamente efectiva frente a P. vivax. 
9.2 Recomendaciones 
 
Realizar ensayos de saturación de los péptidos, para determinar la constante de disociación.  
52 Determinación de la diversidad genética de la proteína RBSA de Plasmodium vivax 
 
 
Determinar si los péptidos derivados de PvRBSA-A pueden inhibir la invasión de merozoítos de P. 
vivax a reticulocitos in vitro en ensayos de invasión de corto plazo. 
 
Con base en la baja variabilidad de la proteína PvRBSA-A y teniendo en cuenta las regiones 
mínimas de unión encontradas, se debe determinar si estos péptidos son inmunogénicos y 
protectivos, realizando un reto experimental para evaluar su potencial uso en el diseño de una 
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11. . Anexos 
11.1 Anexo 1. Alineamiento de pvrbsa y otras especies de Plasmodium que presentan ortólogos. 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      ATGAAAGGAA TAATGAATGG TTCCCTTTAT TTAAGGAAAA TTTCCCTGTG TTCTATTTTC GTATTGGCAT ATCTCAGTTC TGCTAAGGTA AGATAAAGAC  [ 100] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... ........G. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 100] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 100] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... ........G. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 100] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... ........G. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 100] 
Sal-I-B_AAKM01000020      ...G..---- --...G.A.. --------GC C...A..T.. ---------- ---------- ---------- -----G..A. .ATCC.CA.. .A....----  [ 100] 
PV0-B_FLZR010000201       ...G..---- --...G.A.. --------GC C...A..T.. ---------- ---------- ---------- -----G..A. .ATCC.CA.. .A....----  [ 100] 
India-B_AFBK010012681     ...G..---- --...G.A.. --------GC C...A..T.. ---------- ---------- ---------- -----G..A. .ATCC.CA.. .A....----  [ 100] 
NKorea-B_AFNJ010003161    ...G..---- --...G.A.. --------GC C...A..T.. ---------- ---------- ---------- -----G..A. .ATCC.CA.. .A....----  [ 100] 
Mau-B_AFNI010001651       ...G..---- --...G.A.. --------GC C...A..T.. ---------- ---------- ---------- -----G..A. .ATCC.CA.. .A....----  [ 100] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      .......C.. .......... ........G. .......... ...T...... .......... .......T.. .......... .......... ......G.T.  [ 100] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      .......C.. .......... ........G. .......... ...T...... .......... .......T.. .......... .......... ......G.T.  [ 100] 
Pinu-A_AMYR010003101      .......... ..G.T.T... ..T.A...G. .........G ...T...... ...C...... C......... ....G..... GA........ ......GCTG  [ 100] 
Pfra-A_JOOM010015021      .......C.. ....A.C... ........G. ....T....T ....TT.... ..A....C.A T......... ...A...... G......... ......G.T.  [ 100] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      GCGTTGAAGA GCGCTGTCTG TCGCCCTTGC GCAATGCGTT GCTCGTCTGA GCGTGCACGG GCAGATCAGT AGGCAGACAA ATAGACAGCC TATAAAATGA  [ 200] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .....T.... ..........  [ 200] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 200] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 200] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 200] 
Sal-I-B_AAKM01000020      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------.C.. G.CG...CA.  [ 200] 
PV0-B_FLZR010000201       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------.C.. G.CG...CA.  [ 200] 
India-B_AFBK010012681     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------.C.. G.CG...CA.  [ 200] 
NKorea-B_AFNJ010003161    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------.C.. G.CG...CA.  [ 200] 
Mau-B_AFNI010001651--------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ------.C.. G.CG...CA.          [ 200] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      .......... .....AG... ...T...CA. .......... A.G.T.T... .T........ ......GG.. ..A.G..... .A..G..... ........A.  [ 200] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      .......... .....AG... ...T...CA. .......... A.G.T.T... .T........ ......GG.. ..A.G..... .A..G..... ........A.  [ 200] 
Pinu-A_AMYR010003101      TG.....G.. ..C...GT.. .GAT....A. .A....T.C. A.G.T..... ..C..A.T.. .A.T..G.A. ..AA.A.A.. ....G...T. ........A.  [ 200] 
Pfra-A_JOOM010015021      A.A.....C. A.....G... ...T.A..A. .......A.. A.GTT..... .....A.T.. ......GG.. .CA.....G. ...C.T.T.. .G......A.  [ 200] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      ATAAACTTGT ACATAATATG TACGCGCGTG GGAGATATGC TACCCCGCTT ACGCCGTTTA AGCCATTTAC GCCTTATCAT CCC----TTT CCCCTTCCAT  [ 300] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...----... ..........  [ 300] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...----... ..........  [ 300] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...----... ..........  [ 300] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ...----... ..........  [ 300] 
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Sal-I-B_AAKM01000020      .C....C..C -..C.----- -------.CC A.C...GA.T .......T.. .TATA.C... CC..T....T ...G.T..C. A..----... ....C..TG.  [ 300] 
PV0-B_FLZR010000201       .C....C..C -..C.----- -------.CC A.C...GA.T .......T.. .TATA.C... CC..T....T ...G.T..C. A..----... ....C..TG.  [ 300] 
India-B_AFBK010012681     .C....C..C -..C.----- -------.CC A.C...GA.T .......T.. .TATA.C... CC..T....T ...G.T..C. A..----... ....C..TG.  [ 300] 
NKorea-B_AFNJ010003161    .C....C..C -..C.----- -------.CC A.C...GA.T .......T.. .TATA.C... CC..T....T ...G.T..C. A..----... ....C..TG.  [ 300] 
Mau-B_AFNI010001651       .C....C..C -..C.----- -------.CC A.C...GA.T .......T.. .TATA.C... CC..T....T ...G.T..C. A..----... ....C..TG.  [ 300] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      .......... .......... ....T.TT.. .......CAT .......T.. ..T.A.---- ---------- ----....C. ...----... ..T.C..TG.  [ 300] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      .......... .......... ....T.TT.. .......CAT .......T.. ..T.A.---- ---------- ----....C. ...----... ..T.C..TG.  [ 300] 
Pinu-A_AMYR010003101      ...G...... .......... CT.CT..... ..CT...CAT ...G...TC. G..TAAC--- ---------- -----...T. ..T----... ..T.C..TG.  [ 300] 
Pfra-A_JOOM010015021      .....G.... ...A.....A ....T..... ..C..C..AT .......T.. ..-------- ---------- ..TA....C. ...CCTT... ..T.G.GTG.  [ 300] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      TAAGTGCGCG TACCGAGACG AATCTGACAT ATTGTACAGC GACGACTCCA GATCCGATTT AGCAAGCAAC GGGGCACCCA CCGACAGCTA CGAATCTTTA  [ 400] 
PV0-A_FLZR010000201       .C........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 400] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 400] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .C........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 400] 
Mau-A_AFNI010001631       .C........ .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 400] 
Sal-I-B_AAKM01000020      .C...A...C .T..T..... G......... ..G....... .......... C...T..... .......... .AC...T... ..A....... T.........  [ 400] 
PV0-B_FLZR010000201       .C...A...C .T..T..... G......... ..G....... .......... C...T..... .......... .AC...T... ..A....... T.........  [ 400] 
India-B_AFBK010012681     .C.A.A...C .T..T..... G......... ..G....... .......... C...T..... .......... .AC...T... ..A....... T.........  [ 400] 
NKorea-B_AFNJ010003161    .C...A...C .T..T..... G......... ..G....... .......... C...T..... .......... .AC...T... ..A....... T.........  [ 400] 
Mau-B_AFNI010001651       .C...A...C .T..T..... G......... ..G....... .......... C...T..... .......... .AC...T... ..A....... T.........  [ 400] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      .C....T... .......... G......... .......... ..A....... C..AT..... .....T.... .AA...T... ..A....... T.........  [ 400] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      .C....T... .......... G......... .......... ..A....... C..AT..... .....T.... .AA...T... ..A....... T.........  [ 400] 
Pinu-A_AMYR010003101      .T.......T ........A. G....T.... ..G.....A. ..AA...... C...T..... .....T.... .A....T... .GAG...... T.........  [ 400] 
Pfra-A_JOOM010015021      .C...TAA.. .......... T....A.... .......... AGG....... C...T..... ..G..TAC.G .A....TA.. ..A....... T.........  [ 400] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      ACAGCAAGTA GTGAGTCTCT AGCAGAAAGC AACGATGCAC CCAGCAACAG CTATGAATCT TTTCCAGAAA TTAGAGAAAA TCTAACCGCA AGTGAGGAAT  [ 500] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 500] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 500] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 500] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 500] 
Sal-I-B_AAKM01000020      GA....C... .......... ..G..C...T .G.......T .A.C...... ...------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 500] 
PV0-B_FLZR010000201       GA....C... .......... ..G..C...T .G.......T .A.C...... ...------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 500] 
India-B_AFBK010012681     GA....C... .......... ..G..C...T .G.......T .A.C...... ...------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 500] 
NKorea-B_AFNJ010003161    GA....C... .......... ..G..C...T .G.......T .A.C...... ...------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 500] 
Mau-B_AFNI010001651       GA....C... .......... ..G..C...T .G.......T .A.C...... ...------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 500] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      G......... T...A..... .A...C...T .GT..-.TCT .T....G... G..------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 500] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      G......... T...A..... .A...C...T .GT..-.TCT .T....G... G..------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 500] 
Pinu-A_AMYR010003101      G..T.G.... ....A...T. .T...C.C.T .G...----- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 500] 
Pfra-A_JOOM010015021      G......... ........T. ...------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 500] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      CCCTAACATC ATGTGAGGAA TCCCTAACAG GAAGTAATGA ATCCCTAACA GGAAGTAATG AATCCCTAAC AGGAAGTAAT GAATCCCTAA CAGGAAGTAA  [ 600] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......--- ---------- ---------- ---------- ---------. .......... .......... .......... ..........  [ 600] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......--- ---------- ---------- ---------- ---------. .......... .......... .......... ..........  [ 600] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......--- ---------- --------.. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 600] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......--- ---------- --------.. .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 600] 
Sal-I-B_AAKM01000020      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------. ......T..G AT.A.T..GG  [ 600] 
PV0-B_FLZR010000201       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------. ......T..G AT.A.T..GG  [ 600] 
India-B_AFBK010012681     ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------. ......T..G AT.A.T..GG  [ 600] 
NKorea-B_AFNJ010003161    ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------. ......T..G AT.A.T..GG  [ 600] 
Mau-B_AFNI010001651       ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------. ......T..G AT.A.T..GG  [ 600] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -------G.. ....T...G. ..C.....G. .....T.... .........G  [ 600] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -------G.. ....T...G. ..C.....G. .....T.... .........G  [ 600] 
Pinu-A_AMYR010003101      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- --...T...T ...C.C....  [ 600] 
Pfra-A_JOOM010015021      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  [ 600] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      TGAATCCCTA ACAGGAAGTA ATGAATCCCT AACAGAAAGT AGAGAATCTC TAGAGGCCAG TAGAGAATCG CTAAGAGCAA GTAGAGAGTC TCTAGCGGCC  [ 700] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 700] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 700] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 700] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 700] 
Sal-I-B_AAKM01000020      ...G..G..C GG..C...C. GC..TG.ATC C..GA.C..C T.T......T ..TCA..AT. ...T..G..C ..CG...... .......A.. ....A.A.AA  [ 700] 





India-B_AFBK010012681     ...G..G..C GG..C...C. GC..TG.ATC C..GA.C..C T.T......T ..TCA..AT. ...T..G..C ..CG...... .......A.. ....A.A.AA  [ 700] 
NKorea-B_AFNJ010003161    ...G..G..C GG..C...C. GC..TG.ATC C..GA.C..C T.T......T ..TCA..AT. ...T..G..C ..CG...... .......A.. ....A.A.AA  [ 700] 
Mau-B_AFNI010001651       ...G..G..C GG..C...C. GC..TG.ATC C..GA.C..C T.T......T ..TCA..AT. ...T..G..C ..CG...... .......A.. ....A.A.AA  [ 700] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      ......T... ....C..... G......T.. .....C...C ..T..G.... ...CA..AG. ...T.....T ....C..A.. ....T..A.. .A....AT.A  [ 700] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      ......T... ....C..... G......T.. .....C...C ..T..G.... ...CA..AG. ...T.....T ....C..A.. ....T..A.. .A....AT.A  [ 700] 
Pinu-A_AMYR010003101      ..G...T... T...C..... ---------- ---------- -.T.....C. ...CA..AG. ...T.....T ...GA..... ....T..A.. .....AAC.A  [ 700] 
Pfra-A_JOOM010015021      ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- -----..... ....T..... ....T.A.GA  [ 700] 
Sal-I-A_AAKM01000020      AGTAGAGAAT CCCTGAACGA CTTTTGTGGG AGCGAAGAAT CAGTAGCATT CGAAGGAGAG CCAAATGAAA AGACATTCAT GGGAGACGTC TTAAGTGGTG  [ 800] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 800] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 800] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... ..........  [ 800] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... .......... .......... .........G .......... .......... .......... .......... ..........  [ 800] 
Sal-I-B_AAKM01000020      ....AT.... ..T....... G....A...C G.A....... .GA......G T....AT... ......A... ...A...... ...G..T.AA .....GA...  [ 800] 
PV0-B_FLZR010000201       ....AT.... ..T....... G....A...C G.A....... .GA......G T....AT... ......A... .......... ...G..T.AA .....GA...  [ 800] 
India-B_AFBK010012681     ....AT.... ..T....... G....A.A.C G.A....... .GA......G T....AT... ......A... .......... ...G..T.AA .....GA...  [ 800] 
NKorea-B_AFNJ010003161    ....AT.... ..T....... G....A...C G.A....... .GA......G T....AT... ......A... .......... ...G..T.AA .....GA...  [ 800] 
Mau-B_AFNI010001651       ....AT.... ..T....... G....A...C G.A....... .GA......G T....AT... T.....A... .......... ...G..T.AA .....GA...  [ 800] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      .T..AT.... .......T.. .....A...C .......... TGA..T...G T......... ......A... ...G...... A.....T... .....G.A..  [ 800] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      .T..AT.... .......T.. .....A...C .......... TGA..T...G T......... ......A... ...G...... A.....T... .....G.A..  [ 800] 
Pinu-A_AMYR010003101      ....AT.... ..GA.G.T.. .C...A..AC .......... .C.......G TC........ .T....A.C. ....CCC... .T.G..T.G. .....G.A..  [ 800] 
Pfra-A_JOOM010015021      ....ATTT.. .......T.. ...A.A.... ....C..... .GT......G T......... ...C....C. ........T. T..G..T... C.G..C....  [ 800] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      GAGAATGTGA GAATAGTCTC TCAAGAGAAG ATTTATTTCA TATAGAAGTA GGATCCGAAG AATCGCTAGA TGATGCCTCA AAATATAATT TCCAAAAGGA  [ 900] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 900] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 900] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 900] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [ 900] 
Sal-I-B_AAKM01000020      A.AT..C... .G...A...A C......... .......... .G......A. ....A..... ..AT....A. ....T...T. .......... .....T.A..  [ 900] 
PV0-B_FLZR010000201       A.AT..C... .G...A...A C......... .......... .G......A. ....A..... ..AT....A. ....T...T. .......... .....T.A..  [ 900] 
India-B_AFBK010012681     A.AT..C... .G...A...A C......... .......... .G......A. ....A..... ..AT....A. ....T...T. .......... .....T.A..  [ 900] 
NKorea-B_AFNJ010003161    A.AT..C... .G...A...A C......... .......... .G......A. ....A..... ..AT....A. ....T...T. .......... .....T.A..  [ 900] 
Mau-B_AFNI010001651       A.AT..C... .G...A...A C......... .......... .G......A. ....A..... ..AT....A. ....T...T. .......... .....T.A..  [ 900] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      ..AT..C... .G..GA...A .T........ .......... .G..C...A. .......... ..AT....A. ...C.T..T. ...A..C... C......A..  [ 900] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      ..AT..C... .G..GA...A .T........ .......... .G..C...A. .......... ..AT....A. ...C.TT.T. ...A..C... C......A..  [ 900] 
Pinu-A_AMYR010003101      ..AT..C... AG..GA.G.G ...G...... ....G.C... .G......AG ....T..... ..AT....A. ..C.....T. ...A...... .......A..  [ 900] 
Pfra-A_JOOM010015021      ..AT..C..C .G..GA.A.A ....A..... .........G .G.....CA. ....A..... ..ATT...A. .....T..T. ...A....A. .......AA.  [ 900] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      TTTATCAACT AGCGATAATA GTTCATTCGA AGATGATCAG TCATTGAAAA GGGGACTCAA AAGGAACAGC TCAGTATCTA GTCTGGACAG CGATATGGGA  [1000] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1000] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1000] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1000] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... ...T...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1000] 
Sal-I-B_AAKM01000020      ......T... ...A.A.... ...T...... .......... .......... .......... .......... ....A..... ....A..... .C.C......  [1000] 
PV0-B_FLZR010000201       ......T... ...A.A.... ...T...... .......... .......... .......... .......... ....A..A.. ....A..... .C.C......  [1000] 
India-B_AFBK010012681     ......T... ...A.A.... ...T...... .......... .......... .......... .......... ....A..... ....A..... .C.C......  [1000] 
NKorea-B_AFNJ010003161    ......T... ...A.A.... ...T...... .......... .......... .......... .......... ....A..... ....A..... .C.C......  [1000] 
Mau-B_AFNI010001651       ......T... ...A.A.... ...T...... .......... .......... .......... .....G.... ....A..... ....A..... .C.C......  [1000] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      ......T... .....A.... ...T...... .......... .......... .T..CT...G ..AA...T.. ....A.A... .......... .T........  [1000] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      ......T... .....A.... ...T...... .......... .......... .T..CT...G ..AA...T.. ....A.A... .......... .T........  [1000] 
Pinu-A_AMYR010003101      ......C... .....A.... ...T..A..G .......... .T..C..... TC..CT...G T.AT..TT.. ....A.A... A......... ...C......  [1000] 
Pfra-A_JOOM010015021      AA....T.T. ....GA.... ...T....C. G......... ....G..G.G ...ACT...G .......TA. ....A.A... .......... A..C....A.  [1000] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      AGTTATAAAA ATAAAAGTTA TAGACACAGA TTGGATATAT ATTCGGACCT ACCTAGAAGG CCAATACATG GGGATAATGC ACCACAAGAA AAGGAGAAAT  [1100] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1100]  
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1100] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... ..GG...A.C ....G..... .......... .......... .......... .T........ .......... .......... ..........  [1100] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... ..GG...A.C ....G..... .......... .......... .......... .T........ .......... .......... ..........  [1100] 
Sal-I-B_AAKM01000020      .......... .......... .......... .........G .......A.C T........A T.T....... ...G...... ........G. G..A......  [1100] 
PV0-B_FLZR010000201       .......... .......... .......... .........G .......A.C T........A T.T....... ...G...... ........G. G..A......  [1100] 
India-B_AFBK010012681     .......... .......... .......... .........G .......A.C T........A T.T....... ...G...... ........G. G..A......  [1100] 
NKorea-B_AFNJ010003161    .......... .......... .......... .........G .......A.C T........A T.T....... ...G...... ........G. G..A......  [1100] 
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Mau-B_AFNI010001651       .......... .......... .......... .........G .......A.C T........A T.T....... ...G...... ........G. G..A......  [1100] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      ....T..... ..GG...A.C .......G.. .........G .......T.C ..A....... ..T.CG.... .A.G.....A ........G. G.........  [1100] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      ....T..... ..GG...A.C .......G.. .........G .......T.C ..A....... ..T.CG.... .A.G.....A ........G. G.........  [1100] 
Pinu-A_AMYR010003101      GA..T..... G.GG...G.C ..C....G.. ..C......G ..AT....AC .....AG... T.T.CGG..A .A...C.... ...C....G. G.....G...  [1100] 
Pfra-A_JOOM010015021      ....T..... ..G...AA.C ....G.GG.. ...A.....G .......AGA .........A T.T.CG.... .A.T...... T..G..G.G. G.........  [1100] 
Sal-I-A_AAKM01000020      GTCTGGATTT CAAAGAACTT CTAGAGAGAG AAAGGAACAA CCACCAAAGG AATAGTGTAA ATATAAAATT AAAAAATATA TACGGAGAAG AACAATTGTA  [1200] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1200] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1200] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1200] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1200] 
Sal-I-B_AAKM01000020      A.G....C.. ..G....... ......-..C .....---.. .......... .......... ..G....... .........T .......... .....A....  [1200] 
PV0-B_FLZR010000201       A.G....C.. ..G....... ......-..C .....---.. .......... .......... ..G....... .........T .......... .....A....  [1200] 
India-B_AFBK010012681     A.G....C.. ..G....... ......-..C .....---.. .......... .......... ..G....... .........T .......... .....A....  [1200] 
NKorea-B_AFNJ010003161    A.G....C.. ..G....... ......-..C .....---.. .......... .......... ..G....... .........T .......... .....A....  [1200] 
Mau-B_AFNI010001651       A.G....C.. ..G....... ......-..C .....---.. .......... .......... ..G....... .........T .......... .....A....  [1200] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      C.G..A.C.. ........A. ....G....C .....---.. ...A...... .......... .......... .......T.T .......... ..A..A....  [1200] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      C.G..A.C.. ........A. ....G....C .....---.. ...A...... .......... .......... .......T.T .......... ..A..A....  [1200] 
Pinu-A_AMYR010003101      .GA..A..G. .....C.GA. ...C.....C .....---.. T......... .......... .......... ...G...T.T .......... ..A..A.A..  [1200] 
Pfra-A_JOOM010015021      A.G..A.C.. GC......A. ..G...G..C .....---.. .......... ....AC.... .......... ..GC.GA.AT ......C... C.G.TA....  [1200] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      TAATGTGAAG AAAGATAGCT TTATTGTAAA ATTGATATAC TATTTGCCGT TTGGCCCAAT TGTTACAATG ATAATGA--- TAGGCTTTAT TCTACTCTGG  [1300] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... ...C...... .......... .......... .....T.--- .......... .........C  [1300] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... ...C...... .......... .......... .......--- .......... .........C  [1300] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... ...C...... .......... .......... .....T.--- .......... ..........  [1300] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... .......... .......... ...C...... .......... .......... .......--- .......... ..........  [1300] 
Sal-I-B_AAKM01000020      ...A...... .G.A...... .......... .......... .......... ..TT....G. .......... .......--- ....T...T. .........C  [1300] 
PV0-B_FLZR010000201       ...A...... .G.A...... .......... .......... .......... ..TT....G. .......... .......--- ....T...T. .........C  [1300] 
India-B_AFBK010012681     ...A...... .G.A...... .......... .......... .......... ..TT....G. .......... .......--- ....T...T. .........C  [1300] 
NKorea-B_AFNJ010003161    ...A...... .G.A...... .......... .......... .......... ..TT....G. .......... .......--- ....T...T. .........C  [1300] 
Mau-B_AFNI010001651       ...A...... .G.A...... .......... .......... ...C...... .......... .......... .......--- ....T...T. .........C  [1300] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      ....TC.... ...A....A. .....A.... ...T..G... ...C...... ...T...... ....G..G.. .....A.TTT ..ATGA..C. .......---  [1300] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      ....TC.... ...A....A. .....A.... ...T..G... ...C...... ...T...... ....G..G.. .....A.TTT ..ATGA..C. .......---  [1300] 
Pinu-A_AMYR010003101      .......... .G........ ....G..... .G.....A.. ...C...... ...C...... .......T.. .....T.--- ...T.C..GC ....T.T..C  [1300] 
Pfra-A_JOOM010015021      ........G. ...A...... ..T..AC... ..CA...... ......T... .........C .......G.. T..C.T.--- ..AT.C.... ..A....---  [1300] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      TCAACGCCCT GGACTGGTTT TAT-----TT TTATAGGGTG TAGCTCTATT ATATTACCAG CTTTGTTATA CGCGATGCAT TCAAACAAAA AACAATTCGA  [1400] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... C......... ...-----.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1400] 
India_A_AFBK010012711     .......... C......... ...-----.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1400] 
NKorea-A_AFNJ010003131    ......GG.. .......... ...-----.. .......... .......... .......... .......... .......T.. .......... ..........  [1400] 
Mau-A_AFNI010001631       ......G.T. .......... ...-----.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1400] 
Sal-I-B_AAKM01000020      .GG..C.... C..T...... G..-----.. ..TGG...C. ..A....... G.GA...... .....A.G.. .......... .......... ..........  [1400] 
PV0-B_FLZR010000201       .GG..C.... C..T...... G..-----.. ..TGG...C. ..A....... G.GA...... .....A.G.. .......... .......... ..........  [1400] 
India-B_AFBK010012681     .GG..C.... C..T...... G..-----.. ..TGG...C. ..A....... G.GA...... .....A.... .......... .......... ..-.......  [1400] 
NKorea-B_AFNJ010003161    .GG..C.... C..T...... G..-----.. ..TGG...C. ..A....... G.GA...... .....A.G.. .......... .......... ..........  [1400] 
Mau-B_AFNI010001651       .GG..C.... C..T...... ..C-----.. .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1400] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      A.G..C...A A..T...... G.C-----.. ..T.GTTA.. ....C..GC. G.TA..G... ....TA.... ..T....T.. .......G.. ........A.  [1400] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      A.G..C...A A..T...... G.C-----.. ..T.GTTA.. ....C..GC. G.TA..G... ....TA.... ..T....T.. .......G.. ........A.  [1400] 
Pinu-A_AMYR010003101      .--------. CA.A..CC.. ...TGTTG.C ..T.G.T... .....T.GC. ..GA..G... ...G.AA... .CG..AA.G. .T.....G.. ..........  [1400] 
Pfra-A_JOOM010015021      ..T.AT.... ...T.....G GCC-----AC ..T.G.T... ....A..G.. C.GC..T... .....AC... ........G. .....T.... C.....G...  [1400] 
Sal-I-A_AAKM01000020      ACGTGTATTT GGAAAAGGGA GAAAAAAGCC AATGAAGGTA AAAAAAGGAG GCGGGAAAAT ATCTAGATTT TTTAAAGAAG TAGACAAATT CTTGTTTGAC  [1500] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1500] 
India_A_AFBK010012711     .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1500] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1500] 
Mau-A_AFNI010001631       .......... .......... ...------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ---------- ----------  [1500] 
Sal-I-B_AAKM01000020      .......... ......A... ..C....A.A ..A...A... .........A ....A.T... .......... ........G. ........C. ..........  [1500] 
PV0-B_FLZR010000201       .......... ......A... ..C....A.A ..A...A... .........A ....A.T... .......... ........G. ........C. ..........  [1500] 
India-B_AFBK010012681     .G.G...... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1500] 
NKorea-B_AFNJ010003161    .......... ......A... ..C....A.A ..A...A... .........A ....A.T... .......... ........G. ........C. ..........  [1500] 
Mau-B_AFNI010001651       .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... .......... ..........  [1500] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      ....AC.... ....C.A... ..T....... .TAT..AT.. .....G.... .......... .......... ......A.GT ........A. ..........  [1500] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      ....AC.... ....C.A... ..T....... .TAT..AAA. ...GGG.... .......... .......... ......A.GT ........A. ..........  [1500] 





Pfra-A_JOOM010015021      ....A..... C.....T... .........T G.AT..A... .......... .TT...C... .CG....... C....CA.G. .......... ..........  [1500] 
 
Sal-I-A_AAKM01000020      GATTTGGATG GTTATTAA [1518] 
PV0-A_FLZR010000201       .......... ........ [1518] 
India_A_AFBK010012711     .......... ........ [1518] 
NKorea-A_AFNJ010003131    .......... ........ [1518] 
Mau-A_AFNI010001631       ---------- -------- [1518] 
Sal-I-B_AAKM01000020      .......... ........ [1518] 
PV0-B_FLZR010000201       .......... ........ [1518] 
India-B_AFBK010012681     .......... ........ [1518] 
NKorea-B_AFNJ010003161    .......... ........ [1518] 
Mau-B_AFNI010001651       .......... ........ [1518] 
Pcyn-A_BAEJ010001511      .......... .C.T.... [1518] 
Pcyn-B_BAEJ010008741      .......... .C.T..T. [1518] 
Pinu-A_AMYR010003101      T........C TC.T.... [1518] 
Pfra-A_JOOM010015021      .T........ .C.T.... [1518] 




11.2 Anexo 2. Ventana deslizante para los estimadores D de 
Tajima, D y F de Fu & Li y H de Fay & Wu. 
 
Los estimadores D de Tajima (A), D y F de Fu & Li (B) y H de Fay & Wu (C) son diagramados en 
una ventana deslizante. Los valores se muestran a lo largo de pvrbsa. Las líneas debajo de cada 
figura muestran las regiones del gen donde fueron encontrados valores con desviación significativa 






11.3 Anexo 3. Alineamiento de los haplotipos de pvrbsa encontrados y los haplotipos de 
especies de Plasmodium que presentan ortólogos.  
 
H_1           ATG AAA GGA ATA ATG AAT GGT TCC CTT TAT TTA AGG AAA ATT TCC CTG TGT TCT ATT TTC GTA TTG GCA TAT CTC AGT TCT GCT AAG TGC GCG TAC CGA  [  99] 
H_2           ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_3           ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_4           ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_5           ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_6           ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_7           ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_8           ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_9           ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_10          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_11          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_12          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_13          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_14          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_15          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_16          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_17          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_18          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_19          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_20          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_21          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_22          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_23          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_24          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_25          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_26          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_27          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_28          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_29          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_30          ... ... ... ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_31          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_32          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_33          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_34          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_35          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_36          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_37          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_38          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_39          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_40          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_41          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_42          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_43          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_44          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_45          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_46          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_47          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_48          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_49          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_50          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_51          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_52          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
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H_53          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_54          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99]  
H_55          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_56          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_57          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_58          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_59          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_60          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_61          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_62          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_63          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_64          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_65          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_66          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_67          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_68          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_69          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
H_70          --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [  99] 
Pcyn_rbsa     ... ... .C. ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ...  [  99] 
Pcyn_rbsap    ... ... .C. ... ... ... ... ... ... .G. ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ... ... ... ... ..T ... ... ...  [  99] 
Pinu_rbsa     ... ... ... ... G.T .T. ... .T. A.. .G. ... ... ... G.. .T. ... ... ..C ... ... C.. ... ... ... ..G ... ..G A.. ... ... ..T ... ...  [  99] 
Pfra_rbsa     ... ... .C. ... ..A .C. ... ... ... .G. ... .T. ... T.. ..T T.. ... .A. ... C.A T.. ... ... ... .A. ... ..G ... ... .TA A.. ... ...  [  99] 
 
H_1           GAC GAA TCT GAC ATA TTG TAC AGC GAC GAC TCC AGA TCC GAT TTA GCA AGC AAC GGG GCA CCC ACC GAC AGC TAC GAA TCT TTA ACA GCA AGT AGT GAG  [ 198] 
H_2           ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_3           ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_4           ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_5           ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_6           ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_7           ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_8           ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_9           ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_10          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_11          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_12          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_13          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_14          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_15          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_16          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_17          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_18          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_19          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_20          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_21          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_22          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_23          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_24          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_25          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_26          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_27          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_28          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_29          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_30          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_31          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_32          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_33          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_34          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_35          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198]  
H_36          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_37          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
H_38          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 





H_40          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... C.. ... ... ... T.. ... ... ... ... ... C.. ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [ 198] 
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H_23          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [1353] 
H_24          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [1353] 
H_25          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [1353] 
H_26          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [1353] 
H_27          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [1353] 
H_28          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [1353] 
H_29          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [1353] 
H_30          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [1353] 
H_31          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ...  [1353] 
H_32          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_33          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_34          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_35          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_36          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_37          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_38          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_39          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_40          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_41          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_42          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_43          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_44          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_45          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_46          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_47          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_48          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_49          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_50          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_51          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_52          ... ... ... ... ... ... ... ... ..G A.. ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_53          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_54          ... ... ... ... ... ... ... ... ..G A.. ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_55          ... ... ... ... ... ... ... ... ..G A.. ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_56          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_57          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_58          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_59          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_60          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_61          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
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H_62          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_63          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353]  
H_64          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_65          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_66          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_67          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_68          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_69          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
H_70          ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... ... --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
Pcyn_rbsa     --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
Pcyn_rbsap    --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- --- ---  [1353] 
Pinu_rbsa     ..T ... ... ... ... ... ... C.. ..G ..G .G. C.. .G. G.T ... ... ... T.. ... ... CTC .T.  [1353] 
Pfra_rbsa     ..T T.. .C. ... CG. ... ... C.. ..C A.G ... ... ... ... ... ... ... .T. ... ... ..C .T.  [1353] 
 





11.4 Anexo 4. Codones bajo selección 
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11.5 Anexo 5. Regresión lineal entre el desequilibrio de 
ligamiento (r
2
) y la distancia nucleotídica para poblaciones 
y subpoblaciones. 
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The RBSA protein is encoded by a gene described in Plasmodium species having
tropism for reticulocytes. Since this protein is antigenic in natural infections and can
bind to target cells, it has been proposed as a potential candidate for an anti-
Plasmodium vivax vaccine. However, genetic diversity (a challenge which must be
overcome for ensuring fully effective vaccine design) has not been described at this
locus. Likewise, the minimum regions mediating specific parasite-host interaction have
not been determined. This is why the rbsa gene’s evolutionary history is being here
described, as well as the P. vivax rbsa (pvrbsa) genetic diversity and the specific regions
mediating parasite adhesion to reticulocytes. Unlike what has previously been reported,
rbsa was also present in several parasite species belonging to the monkey-malaria
clade; paralogs were also found in Plasmodium parasites invading reticulocytes. The
pvrbsa locus had less diversity than other merozoite surface proteins where natural
selection and recombination were the main evolutionary forces involved in causing
the observed polymorphism. The N-terminal end (PvRBSA-A) was conserved and
under functional constraint; consequently, it was expressed as recombinant protein for
binding assays. This protein fragment bound to reticulocytes whilst the C-terminus,
included in recombinant PvRBSA-B (which was not under functional constraint), did
not. Interestingly, two PvRBSA-A-derived peptides were able to inhibit protein binding to
reticulocytes. Specific conserved and functionally important peptides within PvRBSA-A
could thus be considered when designing a fully-effective vaccine against P. vivax.
Keywords: Plasmodium vivax, rbsa, genetic diversity, evolutionary forces, protein biding, parasite–host
interaction, antimalarial vaccine
Abbreviations: ω, omega rate (dN/dS and/or KN/KS); BY, Bayesian method; Chr, chromosome; LD, linkage disequilibrium;
LRR, leucine-rich region; ML, maximum likelihood; Mrz, merozoite; RBSA, reticulocyte binding surface antigen; rRBSA,
recombinant RBSA protein; WB, Western blot.
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INTRODUCTION
Plasmodium vivax is a parasite which emerged in Asia (Escalante
et al., 2005; Carlton et al., 2013) (although an African origin is
also likely, Liu et al., 2014), involving a host-switch from monkeys
to humans (Mu et al., 2005) around 1.3–2.9 million years ago
(Pacheco et al., 2011), Plasmodium cynomolgi being the most
phylogenetically related species (Mu et al., 2005; Pacheco et al.,
2011; Tachibana et al., 2012). P. vivax then reached countries
on the 5 continents through human migration (Rodrigues et al.,
2018), currently predominating in Asia and America (Guerra
et al., 2010; Gething et al., 2012). This species is considered the
second most important human-malaria parasite worldwide, due
to the morbidity it causes (WHO, 2017).
Plasmodium vivax incidence has decreased since 2010. An
estimated 6–11 million cases were attributed to this parasite in
2016 (around 7 million less than in 2010) (WHO, 2017). Despite
that, the social and economic burden of malaria in endemic
countries (Suh et al., 2004) could still be huge. Even though
control measures against this parasite have been shown to be
useful, P. vivax elimination (and/or malarial elimination) is not
an easy task. The most relevant challenges for eliminating malaria
concern the social and economic conditions of the places most
affected by this illness, the social and political conflicts in several
endemic areas and the anomalous weather patterns (WHO,
2017). These, together with the spread of insecticide-resistant
mosquitoes and drug-resistant parasites, could bring about a
recurrence of this disease (Maxmen, 2012; Price et al., 2014;
Huijben and Paaijmans, 2018). Consequently, new interventions
must be designed which can reduce the parasite reservoir,
limiting the time that a human (or mosquito) host is infectious
(Barry and Arnott, 2014). This goal could be achieved by
developing a fully effective antimalarial vaccine which, together
with existing control measures, could contribute towards a
malaria-free world (Barry and Arnott, 2014; White et al., 2014).
Malaria-related vaccine research and development efforts were
exclusively focused on Plasmodium falciparum for a long time
(Galinski and Barnwell, 2008). During the last few decades,
P. vivax research has been increased and more and more groups
are studying approaches to an anti-P. vivax vaccine (Galinski
and Barnwell, 2008; Chen et al., 2010; Valencia et al., 2011;
The malERA Consultative Group on Vaccines, 2011; Arnott
et al., 2012; Patarroyo et al., 2012; Nanda Kumar et al., 2016).
Initial research was based on the knowledge acquired regarding
P. falciparum (Patarroyo et al., 2012); however, given P. vivax’s
unique attributes (such as hypnozoite forms in the liver, invasion
preference for reticulocytes or the rapid gametocyte formation)
(Galinski et al., 2013) and since P. falciparum and P. vivax have
had different evolutionary paths, research regarding P. vivax-
exclusive antigens could be relevant. For instance, the Duffy
antigen, which is not present in P. falciparum, is essential
for P. vivax invasion (Chitnis and Miller, 1994). PvDBP-
conserved epitopes can trigger strong neutralizing antibodies; it
has therefore been suggested as one of the main P. vivax vaccine
candidates (Chen et al., 2016; Ntumngia et al., 2017).
One antigen shared just by P. vivax and P. cynomolgi (both
having reticulocyte predilection) has been characterized recently
(Moreno-Perez et al., 2017). This antigen (named reticulocyte
binding surface antigen – RBSA) is encoded by a two-exon
gene (Moreno-Perez et al., 2017) located on Chr 3. The protein
product has a signal peptide and two transmembrane helices
and is located on mature Mrz membrane. This protein seems to
be involved in Mrz invasion, since recombinant P. vivax RBSA
(rPvRBSA) binds to a subpopulation of immature reticulocytes
having a Duffy positive phenotype; it is also recognized by the
human immune system in natural infections. It has thus been
suggested as a putative vaccine candidate for anti-P. vivax malaria
vaccine development (Moreno-Perez et al., 2017).
However, since parasite’s high genetic diversity is one of
the challenges to be overcome during P. vivax vaccine design
(Neafsey et al., 2012); the antigens’ genetic diversity must
therefore be assessed (Arnott et al., 2012; Barry and Arnott, 2014)
for selecting those having limited polymorphism or the conserved
functional regions within them (Richie and Saul, 2002). pvrbsa
genetic diversity has not been assessed to date and, although
PvRBSA binds to reticulocytes (Moreno-Perez et al., 2017), the
regions involved in Mrz-host specific interactions have not been
established yet.
PvRBSA is an Mrz membrane protein and is recognized by the
human immune system in natural infection; it could therefore
be a highly polymorphic antigen. Nevertheless, functionally
important parts of the protein (i.e., regions involved in
host-parasite interaction) should be functionally constrained,
being maintained by negative selection as highly conserved
within and between species (Graur et al., 2013; Garzon-
Ospina et al., 2015). Consequently, inferring this kind of
selection on pvrbsa could be used to predict regions under
functional constraint which then might be used as putative
vaccine candidates. This study evaluated pvrbsa genetic diversity,
assessed the evolutionary forces involved in causing the observed
polymorphism and established minimum regions involved in
protein–cell interaction.
MATERIALS AND METHODS
Ethics Approval and Consent to
Participate
All P. vivax-infected patients who provided us with the blood
samples were informed about the purpose of the study and
all gave their written consent. Regarding newborn umbilical
cord blood samples, the progenitors signed an informed consent
form after having received detailed information regarding the
study’s goals. All procedures carried out in this study were
approved by the ethics committees of the Fundación Instituto de
Inmunología de Colombia (IRB number: ACTA N◦ 037-CEEPA),
the Universidad del Rosario (IRB number: CEI-ABN026-
0001061) and the Bioethics’ committee from the Instituto de
Medicina Tropical “Dr. Félix Pifano” at the Universidad Central
de Venezuela (IRB number: CEC-IMT11/2018).
Parasite DNA
One hundred and sixty-seven peripheral blood samples and/or
blood drops collected on FTA cards from patients proving
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positive for P. vivax malaria by microscope examination were
collected in different Colombian (Chocó, n = 37, Córdoba,
n = 39, and Amazonas, n = 41) and Venezuelan (Bolivar, n = 29
and Venezuela’s coastal area, n = 19) endemic areas between
2010 and 2016 (Supplementary Figure S1). A Wizard Genomic
DNA Purification kit (Promega) was used for obtaining DNA
from Chocó and Córdoba samples, following the manufacturer’s
instructions. A Pure Link Genomic DNA mini kit (Invitrogen)
was used for extracting DNA from Amazon samples from each
drop of blood collected on the FTA cards, according to the
manufacturer’s specifications whilst blood were extracted from
Venezuelan samples by salting-out, following Welsh and Bunce
modifications (Welsh and Bunce, 1999). The recovered DNAs
were stored at −20
◦
C until use. All samples had a single P. vivax
msp3 allele, suggesting that these samples came from single
P. vivax infection.
Identifying the rbsa Gene in Plasmodium
Monkey Lineage
A Blast search (using the 1,506 bp from Sal-I-P. vivax rbsa gene
sequence as query) was carried out using available whole genome
sequences from P. cynomolgi (GenBank accession number:
GCA_000321355.1), P. inui (GenBank accession number:
GCA_000524495.1), P. knowlesi (GenBank accession number:
GCA_000006355.1), P. coatneyi (GenBank accession number:
GCA_000725905.1) and P. fragile (GenBank accession number:
GCA_000956335.1) to identify orthologous in these Plasmodium
species. The MUSCLE method (Edgar, 2004) was used for
aligning the recovering contigs having high identity sequences
(>60). The best model for DNA substitutions was then selected
using the JModelTest v.2.1.3 (Posada, 2008) with the Akaike’s
information criterion and MEGA v.6 software (Tamura et al.,
2013). Phylogenetic trees were inferred through ML and Bayesian
(BY) methods, using the GTR and/or the TVM models (selected
as the best models). MEGA v.6 software was used for ML analysis
and topology reliability was evaluated by bootstrap, using 1,000
iterations. Bayesian phylogenetic analysis was conducted with
MrBayes v.3.2 software (Ronquist et al., 2012) and the analysis
was run until reaching a lower than 0.01 standard deviation
of split frequencies value; sump and sumt commands were
then used for tabulating posterior probabilities and building a
consensus tree.
PCR Amplification and Sequencing
One hundred and sixty-seven parasite DNAs from endemic
Colombian (n = 117) and Venezuelan (n = 50) regions were
used for amplifying the pvrbsa locus by nested-PCR, as follows.
The first reaction involved 3.3 µL of ultrapure water, 5.4 µL
of KAPA HiFi HotStart Readymix, 0.3 µM of each primer
(rbsafwd: 5′-TTTATTTCATTTTGACGTTGTAACTTG-3′ and
rbsarev: 5′-TTAAGAAATGATCCCAACTCG-3′) and 1 µL of
DNA. The PCR was carried out as follows: one 5 min step at
95◦C, a second 35 cycle step for 20 s at 98◦C, 15 s at 57◦C and
45 s at 72◦C, followed by a final step of 10 min at 72◦C. Two
µL of the first PCR product were added to the second PCR
reaction containing 7.5 µL of ultrapure water, 12.5 µL of KAPA
HiFi HotStart Readymix and 0.3 µM of each primer (rbsa2fwd:
5′-GAAATACAAGATGAAAGGAATAATG-3′ and rbsa2rev:
5′-GATCCCAACTCGGTTTATC-3′). The thermal conditions
were the same as those used in the first PCR reaction. PvRBSA
fragments towards the amino and carboxyl (PvRBSA-A and
PvRBSA-B, respectively) encoding regions were amplified using
KAPA-HiFi HotStart Readymix (KAPA Biosystems) and the
genomic DNA previously extracted from the Vivax Colombia
Guaviare-I (VCG-I) strain (Moreno-Perez et al., 2014). The
25 µL PCR reaction contained 7.5 µL ultrapure water, 12.5 µL
enzyme, 0.3 µM primer (designed taking into account the
natural selection signatures observed for pvrbsa, PvRBSA-A:
rbsa-a-fwd: 5′-GGGGTACCACAGCAAGTAGTGAGTCTCT-3′
and rbsa-a-rev: 5′-CCCTCGAGCTCACATTCTCCACCAC
TTAA-3′; PvRBSA-B: rbsa-b-fwd: 5′-GGGGTACCCA
TATAGAAGTAGGATCCGAA-3′ and rbsa-b-rev: 5′-CCCT
CGAGCAATTGTTCTTCTCCGTATATAT-3′) and 50 ng DNA
as template. Temperature cycling conditions involved 1 step of
3 min at 95◦C, followed by 35 cycles of 20 sec at 98◦C, 15 s at 60◦C
and 15 s at 72◦C, and a final step of 30 s at 72◦C. All amplicons
were then purified by low-melt agarose gel using the Wizard SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) and then sequenced
with a BigDye Terminator kit (Macrogen, Seoul, South Korea) in
both directions using the second PCR primers and an internal
primer (rbsaintseq: 5′-TTTATATTTACACTATTCCTTTGG-3′).
Singleton SNPs were confirmed by an independent PCR
amplification. The sequences obtained here were deposited
in the GenBank database (accession numbers MH391806 -
MH391972).
Obtaining Recombinant Plasmids With
RBSA Fragments
pvrbsa-A and pvrbsa-B PCR products were digested with KpnI
(New England Biolabs) and AvaI (NEB) enzymes and then ligated
into the pET32b+ vector using T4 ligase (NEB). Briefly, 0.5 µg
of each purified product, 1x of CutSmart buffer and 1 U/µL of
each enzyme were used in a 25 µL reaction which was incubated
for 1 h at 37◦C and then inactivated at 80◦C for 20 min.
Ligation to pET32b+ vector was performed in a 20 µL volume
containing 1x T4 buffer, 30 U/µL T4 ligase and vector/product
in a 1:3 ratio. The reaction was incubated at 16◦C for 16 h
and then inactivated at 65◦C for 20 min. Each recombinant
plasmid was transformed into Escherichia coli JM109 cells
(Invitrogen) according to the manufacturer’s recommendations
and recombinant colonies were then confirmed by PCR using
the primers from each product. Three positive colonies were
used for extracting plasmids with an UltraClean 6 Minute
Mini Plasmid Prep kit (MOBIO), following the manufacturer’s
recommendations and then sequenced bidirectionally using
pet32b-fwd: 5′-CGGTGAAGTGGCGGCAA-3′ and pet32-Rev:
5′-CCAAGGGGTTATGCTAGT-3′ primers.
pvrbsa Gene DNA Diversity and
Evolutionary Analysis
Three chromatograms (forward, reverse, and internal primer)
were obtained from Colombian and Venezuelan samples from
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sequencing; they were assembled using CLC Main workbench
v.3 software (CLC bio, Cambridge, MA, United States).
Colombian and Venezuelan sequences were compared and
aligned [using the MUSCLE method (Edgar, 2004)] with
reference strain sequences (Sal-I GenBank accession number:
AAKM01000020.1, Brazil-I GenBank accession number:
AFMK01000195.1/AFMK01000194.1, India-VII GenBank
accession number: AFBK01001271.1 and North Korean
GenBank accession number: AFNJ01000313.1) (Carlton et al.,
2008; Neafsey et al., 2012) and with sequences obtained from
several sequencing projects (Chan et al., 2012; Hester et al.,
2013; Hupalo et al., 2016) available in PlasmoDB database
(sequences were screened to rule out those having missing data
or ambiguous nucleotides); 232 sequences from different regions
around the world were thus used. Afterwards the intron was
ruled out from all sequences and codon alignments were inferred
using the TranslatorX web server (Abascal et al., 2010). This
alignment was manually edited (Supplementary Data Sheet 1A)
to ensure correct repeat alignment for further analysis.
DnaSP v.5 software (Librado and Rozas, 2009) was used for
calculating the amount of singleton sites (s), the amount of
parsimony-informative sites (Ps), the amount of haplotypes (H),
the haplotype diversity (Hd), the nucleotide polymorphism (or
Watterson estimator, θw) and the nucleotide diversity per site
(π) for all available sequences (worldwide samples), as well as
for the Colombian and Venezuelan populations and for the
subpopulations within both populations. Departure from the
neutral model of molecular evolution was assessed by Tajima
(1989); Fu and Li (1993), and Fay and Wu (2000) estimators.
These are frequency spectrum-based tests for comparing two
estimators of the population mutation parameter θ which
characterizes mutation–drift equilibrium (neutral model). Under
neutrality, several unbiased estimators of θ should be equal.
Rejection of the neutral expectations suggests that selection or
a demographic process could be taking place, the Fay and Wu
test being suitable for detecting selective sweep (Fay and Wu,
2000). On the other hand, since each new polymorphic site has
a high probability of delineating a new haplotype (Depaulis and
Veuille, 1998), tests based on haplotype distribution have been
developed [K- and Hd-test (Depaulis and Veuille, 1998) as well
as Fu’s Fs (Fu, 1997)]. Similar to frequency spectrum-based tests,
departures from neutral expectation could be the consequence
of selection or demographic history, Fu’s Fs estimator being a
more sensitive indicator of population expansion than Tajima’s
test (Fu, 1997). DnaSP v.5 and/or ALLELIX software were used
for these tests, coalescent simulations being used for obtaining
confidence intervals (Librado and Rozas, 2009). Sites containing
gaps or repeats in the alignment were not taken into account.
The aforementioned methods do not consider the classes
of mutations (non-synonymous and synonymous); natural
selection signatures were therefore also assessed using different
methods which classified mutations as non-synonymous or
synonymous. The aBSREL method (Smith et al., 2015) was
used to test whether positive selection had occurred on a
percentage of branches regarding rbsa phylogeny. The modified
Nei-Gojobori method (Zhang et al., 1998) with Jukes-Cantor
correction (Jukes and Cantor, 1969) was then used for calculating
the non-synonymous and synonymous substitution difference
rate (dN-dS) within P. vivax, using a Z-test available in
MEGA software v.6 (Tamura et al., 2013) to identify significant
statistical values. Two tests were performed for assessing natural
selection signals comparing different species; the McDonald–
Kreitman test (McDonald and Kreitman, 1991) was calculated
using a web server (Egea et al., 2008) using P. cynomolgi
orthologous sequences. Likewise, non-synonymous divergence
and synonymous divergence substitution difference rates (KN-
KS) were also calculated, using the Z-test for identifying
statistically significant values. Both tests were carried out taking
Jukes-Cantor divergence correction into account.
A sliding window for omega (ω) rates (dN/dS and/or KN/KS)
was then used for assessing how natural selection acts throughout
the gene. The Datamonkey web server (Delport et al., 2010)
was used for assessing codon sites under positive or negative
selection by using codon-based ML and BYs [IFEL (Pond et al.,
2006), FEL, SLAC, REL (Kosakovsky Pond and Frost, 2005),
MEME (Murrell et al., 2012) and FUBAR (Murrell et al., 2013)].
A < 0.1 p-value was considered significant for IFEL, FEL, SLAC
and MEME methods and a > 0.9 posterior probability for
FUBAR. Since ignored recombination can bias dN/dS estimation
(Anisimova et al., 2003; Arenas and Posada, 2010, 2014), the
GARD method (Kosakovsky Pond et al., 2006) was considered
regarding recombination before running these tests.
Linkage disequilibrium was evaluated by calculating ZNS
(Kelly, 1997) to assess whether recombination was/is taking place
in pvrbsa; this was followed by linear regression between LD
and nucleotide distances. Evidence of recombination was also
assessed by the GARD method (Kosakovsky Pond et al., 2006), as
well as by ZZ (Rozas et al., 2001) and RM (Hudson and Kaplan,
1985) tests. The degree of genetic differentiation amongst P. vivax
malaria-endemic regions (subpopulations) regarding the pvrbsa
locus was evaluated by analysis of molecular variance (AMOVA)
and by computing Wright’s fixating index (FST), using Arlequin
population genetics data analysis v.3.1 software (Excoffier et al.,
2007). The mutational pathways giving rise to pvrbsa haplotypes,
their distribution and frequencies were inferred by median
Joining method, using Network v.5 software (Bandelt et al., 1999).
Assessing Functional Regions in the
PvRBSA Protein
Whole PvRBSA, as well as its A and B regions, were
recombinantly expressed and purified, as previously described
(Moreno-Perez et al., 2017) with minor modifications. For
example, the protein was expressed for 4 h at 37◦C (for complete
PvRBSA) or 30◦C (for PvRBSA-A and PvRBSA-B regions) adding
0.2 mM IPTG. The cell pellet was homogenized in B1 buffer
(20 mM Tris-Cl, 500 mM NaCl and 1 mM EDTA, pH 8.5) during
native protein extraction and then lysed by sonication on ice for
3 min 30 s, with 0.2 s pulses ON, 0.2 s OFF, at 40% amplitude.
Protein purification and cell binding assays involved using the
same protocols described for PvGAMA and PvRBSA proteins,
including PvDBP-RII as positive control and PvDBP-RIII/IV
as negative control (Baquero et al., 2017; Moreno-Perez et al.,
2017). The competition assay was performed by pre-incubating
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rPvRBSA-A-derived peptides 40893 (TASSESLAESNDAPS
NSYES), 40894 (FPEIRENLTASEESLTSCEE), 40895 (SLTGSN
ESLTGSNE), 40896 (SLTESRESLEASRESLRASR), 40897 (ESL
AASRESLNDFCGSEESV) and 40898 (ACEGEPNEKTFMGDV
LSGGE) [synthesized as described (Arevalo-Pinzon et al.,
2017)] in a 1:20 (protein:peptide) molar ratio with 2 × 107
red blood cells from umbilical cord blood for 1 hour at 4◦C
at 4 rpm using a tube rotator (Fisher Scientific). Furthermore,
a peptide (P7) from Mycobacterium tuberculosis (39266 –
APSNETLVKTFSPGEQVTTY) (Carabali-Isajar et al., 2018), was
also used as negative control. All cysteine residues were replaced
by a threonine to avoid RBSA peptide polymerisation. RBSA
reticulocyte binding activity inhibition percentage was quantified
by analysing 100,000 events using a FACS Canto II (Biosciences)
cytometer and FACSDiva software (BD).
Statistical Analysis
Differences between medians (m) were compared by Kruskal–
Wallis test when comparing multiple groups. Statistical
significance was assessed by comparing m, using a 0.05
significance level. Median values and standard deviations (SD)
were calculated from the measurements of three independent
experiments.
RESULTS
Identifying the rbsa Gene in Plasmodium
Monkey Lineage
The Sal-I-P. vivax rbsa gene (pvrbsa) sequence was used for a
Blast search of P. vivax phylogenetically related species to identify
orthologs in the monkey-parasite lineage. A contig was found in
P. inui and P. fragile having higher than 60% identity whilst two
different contigs were found in P. cynomolgi having 80% identity
with Sal-I pvrbsa (Supplementary Data Sheet 1B). Interestingly,
both P. cynomolgi contigs had the same identity but they did not
belong to the same chr; one of the two fragments occurred at
the chr3 and the other one at chr10. There was 99.57% identity
between these P. cynomolgi DNA fragments.
A similar blast search using Sal-I pvrbsa sequence was
then performed against other P. vivax reference stains’ whole
genome sequences (Neafsey et al., 2012), revealing extra DNA
fragments having 63% identity at the same chr, lacking the
first exon and the intron sequences (Supplementary Data
Sheet 1C), probably derived from duplication. The duplicated
fragment was around 4,000 bp (Figure 1, Supplementary Data
Sheet 1C and Supplementary Figure S2), taking upstream and
downstream DNA regions into account (Sal-I Ch3 GenBank
accession number: AAKM01000020.1) from pvrbsa and the
pvrbsa paralog (pvrbsap). Counterparts to this 4,000 bp-DNA
fragment were also identified in P. cynomolgi (at both chr), P. inui
and P. fragile, which were aligned and used to infer a phylogenetic
tree (Supplementary Figure S2). Three well-supported groups
were identified in the tree; the first one placed P. vivax sequences
together, the second group clustered P. cynomolgi sequences
and in the third, P. inui and P. fragile sequences were found
(Supplementary Figure S2).
Aligning P. cynomolgi rbsa (pcrbsa, Ch3 GenBank accession
number: BAEJ01000151.1) and pcrbsa paralogue (pcrbsap, Ch10
GenBank accession number: BAEJ01000874.1) DNA fragments
revealed a 10 Mb DNA region between chr3 and ch10 (Figure 1,
Supplementary Data Sheet 1D and Supplementary Figure S2),
having 98.59% identity.
pvrbsa Gene PCR Amplification and
Sequencing
One hundred and sixty-seven parasite DNAs from endemic
Colombian and Venezuelan regions were used for amplifying
the pvrbsa locus. The amplicons had 1,454–1,580 bp sizes. These
PCR fragments were then purified and sequenced. At least
three chromatograms were assembled for each sample, thereby
obtaining a consensus sequence.
pvrbsa Gene DNA Diversity and
Evolutionary Analysis
Together with the 167 sequences obtained here, 65 additional
sequences recovered from PlasmoDB (Colombia n = 18, Peru
n = 16, Brazil n = 3, Mexico n = 5, Madagascar n = 2, China
n = 2, Cambodia n = 2, Thailand n = 8, Papua New Guinea
n = 6, India n = 1, North Korea n = 1 and the Sal-
I sequences, Supplementary Data Sheet 1A) were used to
assess genetic diversity in pvrbsa. The pvrbsa encoding region
had 44 segregating sites whilst just 3 polymorphic sites were
found at intron worldwide. pvrbsa had an intermediate diversity
according to the nucleotide diversity estimator (π) (Table 1,
π < 0.01). The Venezuelan parasite population had a higher
π than the Colombian population; both subpopulations within
Venezuela (Bolivar and Venezuelan’s Coastal area) had similar
π values. Regarding Colombian subpopulations, parasites from
Meta (sequences available in PlasmoDB) had the lowest diversity,
whilst Córdoba had the highest diversity value for Colombian
subpopulations (Table 1). The 232 sequences could be clustered
into 80 different haplotypes (70 regarding CDS, Supplementary
Data Sheet 1E). The Colombian population had 37 haplotypes
whilst 25 haplotypes were observed in Venezuela (Table 1).
Since different evolutionary forces (drift, selection,
recombination and migration) could determine the genetic
diversity pattern (Casillas and Barbadilla, 2017) observed in
natural populations, several evolutionary tests were performed
to infer which of them were modulating the pvrbsa gene diversity
observed here. Tests based on a neutral molecular evolutionary
model were performed for population and subpopulations
to assess drift/selection force. The Colombia population had
negative statistically significant values just for the Fay and
Wu test (Table 2) indicating a possible selective sweep. When
subpopulations were analyzed separately, Meta had positive
values for the Fu and Li test, being statistically significant
(p < 0.05) which could have resulted from balancing selection
or a decrease in population. The Chocó subpopulation had a
value lower than 0 (p < 0.03) for Fay and Wu’s H test (Table 2).
A sliding window for frequency spectrum-based tests showed
regions inside pvrbsa having significant values (Supplementary
Figure S3). On the other hand, the Fu and Li’s F estimator gave
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FIGURE 1 | Phylogenetic tree mapping the presence/absence of rbsa locus and duplication events. The phylogenetic tree represents Plasmodium evolutionary
history. The branches are colored regarding their vertebrate host. The rbsa locus was found in parasites from monkey-malaria clade, but it was not clear whether the
rbsa gene became lost from the other clades or arose exclusively in the monkey-malaria clade. rbsa became lost in P. knowlesi and P. coatneyi whilst duplication
events occurred in P. vivax and P. cynomolgi. Models of putative ancestral chromosome 3 are displayed, indicating the arrangement after the duplication event (chr
derived). PlasmoDB genome fragment annotation is also shown. P. cynomolgi rbsa (pcrbsa) and its paralog (pcrbsap) had a premature stop codon regarding P. vivax
rbsa sequences, indicated by a white rectangle in the pcrbsa and pcrbsap gene models.
TABLE 1 | Genetic diversity estimators.
n Aligned length S Ps H θw (sd) π (sd) Hd (sd)
Worldwide isolates 232 Gene 1,354 15 32 80 0.0067 (0.0010) 0.0085 (0.0002) 0.970 (0.005)
232 CDS 1,113 14 30 70 0.0066 (0.0010) 0.0080 (0.0002) 0.962 (0.006)
Colombiaa 135 Gene 1,354 13 26 37 0.0061 (0.0010) 0.0079 (0.0002) 0.951 (0.009)
135 CDS 1,113 12 24 32 0.0059 ( 0.0010) 0.0074 (0.0002) 0.937 (0.010)
Amazonasb 41 Gene 1,391 6 20 13 0.0050 (0.0010) 0.0072 (0.0004) 0.890 (0.028)
41 CDS 1,170 6 18 13 0.0049 (0.0010) 0.0067 (0.0004) 0.890 (0.028)
Chocób 37 Gene 1,354 14 20 18 0.0072 (0.0012) 0.0079 (0.0005) 0.954 (0.024)
37 CDS 1,113 13 18 16 0.0069 (0.0012) 0.0074 (0.0005) 0.936 (0.024)
Córdobab 39 Gene 1,405 3 24 19 0.0053 (0.0010) 0.0080 (0.0006) 0.956 (0.023)
39 CDS 1,170 3 22 17 0.0051 (0.0010) 0.0076 (0.0006) 0.944 (0.024)
Metab 18 Gene 1,506 0 16 8 0.0036 (0.0009) 0.0055 (0.0003) 0.961 (0.033)
18 CDS 1,290 0 14 8 0.0034 (0.0008) 0.0050 (0.0003) 0.961 (0.033)
Venezuelaa 50 Gene 1,363 2 28 25 0.0056 (0.0010) 0.0089 (0.0003) 0.958 (0.023)
50 CDS 1,149 2 26 25 0.0055 (0.0010) 0.0087 (0.0003) 0.958 (0.023)
Bolívarb 29 Gene 1,363 0 27 17 0.0059 (0.0011) 0.0088 (0.0005) 0.975 (0.027)
29 CDS 1,149 0 25 17 0.0057 (0.0011) 0.0085 (0.0005) 0.975 (0.027)
Coastal areab 19 Gene 1,363 6 22 13 0.0070 (0.0013) 0.0094 (0.0005) 1.000 (0.036)
19 CDS 1,149 5 21 13 0.0069 (0.0013) 0.0093 (0.0005) 1.000 (0.036)
Genetic diversity estimators were calculated using all the pvrbsa sequences available (worldwide isolates) as well as for populations (Colombia and Venezuela) and
subpopulations (Amazonas, Chocó, Córdoba, Meta, Bolivar, and Venezuela’s coastal area). n, amount of isolates analyzed; aligned length, total sites analyzed, excluding
gaps; Ss, amount of segregating sites; Ps, amount of informative parsimonious sites; H, amount of haplotypes; θw, nucleotide polymorphism; π , nucleotide diversity per
site; Hd, haplotype diversity. sd, standard deviation. Diversity estimates were corrected for sample size by multiplying by n/(n-1). Although nucleotide diversity was not
affected by sample size, it was also corrected. aPopulations. bSubpopulations.
statistically significant values for the Venezuelan population;
this pattern was also observed for the Bolivar subpopulation
(Table 2). The sliding window analysis revealed regions inside
pvrbsa having significant values for Venezuelan subpopulations.
Tests based on haplotype distribution did not have statistically
significant values (Table 2).
A test based on non-synonymous and synonymous mutations
was also computed to search natural selection signals in pvrbsa.
The aBSREL method found evidence of episodic diversifying
selection on rbsa phylogeny (Figure 2A). The dN-dS difference
had positive values within P. vivax; however, they were not
statistically significant, except for the Meta subpopulation
(Table 3). A sliding window was then inferred to assess how
dN and dS have been accumulated throughout the pvrbsa gene
(Figure 2B). The 3′-end showed omega (ω) values higher than
1 (Figure 2B) which is an indicator of positive selection. The
region from nucleotide 200–1,100 had ω = 0 which is expected
under negative selection. Although, the McDonald–Kreitman
test did not have significant values, the KN-KS differences
(comparing P. vivax sequences to P. cynomolgi ones) had
Frontiers in Genetics | www.frontiersin.org 6 September 2018 | Volume 9 | Article 372
fgene-09-00372 September 7, 2018 Time: 10:57 # 7
Camargo-Ayala et al. Assessing pvrbsa Genetic Diversity
TABLE 2 | Neutrality tests for Colombia, Venezuela, and subpopulations.
n Tajima Fu and Li Fay and Wu’s H (p-value) Fu’s Fs K-test H-test
D (p-value) D (p-value) F (p-value)
(p-value) (p-value) (p-value)
CDS 135 Colombiaa 0.637 (p > 0.1) −0.779 (p > 0.1) −0.304 (p > 0.1) −12.819∗ (p < 0.01) −3.447 (p > 0.1) 32 (p > 0.05) 0.930 (p > 0.05)
41 Amazonasb 1.192 (p > 0.1) 0.262 (p > 0.1) 0.789 (p > 0.1) −4.821 (p > 0.1) 1.192 (p > 0.1) 13 (p > 0.05) 0.868 (p > 0.05)
37 Chocób 0.174 (p > 0.1) −0.460 (p > 0.1) −0.285 (p > 0.1) −11.339∗ (p < 0.03) −0.755 (p > 0.1) 16 (p > 0.05) 0.911 (p > 0.05)
39 Córdobab 1.424 (p > 0.1) 1.046 (p > 0.1) 1.447 (p > 0.1) −5.036 (p > 0.1) −0.758 (p > 0.1) 17 (p > 0.05) 0.920 (p > 0.05)
18 Metab 1.856 (p > 0.1) 1.543∗ (p < 0.05) 2.118∗ (p < 0.02) −1.673 (p > 0.1) 1.050 (p > 0.1) 8 (p > 0.05) 0.908 (p > 0.05)
50 Venezuelaa 1.865 (p > 0.1) −5.036 (p > 0.05) 2.168∗ (p < 0.02) −4.140 (p > 0.1) −3.851 (p > 0.1) 25 (p > 0.05) 0.939 (p > 0.05)
29 Bolívarb 1.735 (p > 0.05) 1.806∗ (p < 0.02) 2.236∗ (p < 0.02) −5.197 (p > 0.1) −1.969 (p > 0.1) 17 (p > 0.05) 0.941 (p > 0.05)
19 Coastal areab 1.426 (p > 0.1) 0.910 (p > 0.1) 1.392 (p > 0.1) −4.520 (p > 0.1) −1.196 (p > 0.1) 13 (p > 0.05) 0.947 (p > 0.05)
The tests were carried out with just the rbsa encoding region (CDS). ∗Statistically significant values. aPopulations. bSubpopulations.
FIGURE 2 | Identifying natural selection signatures in the rbsa gene. (A) A phylogeny tree inferred from pvrbsa CDS and its orthologous CDS was analyzed by the
aBSREL method. The shade of each color on branches indicates selection strength [red indicates positive selection (ω > 1) and green negative selection (ω < 1)].
The size of each colored segment represents the percentage of selected sites in the corresponding ω class. The Figure shows the ω values, the percentage of
positive selected sites (Pr [ω = ω+]) and p-values. Branches have been classified as undergoing episodic diversifying selection, by the p-value corrected for multiple
testing, using the Holm–Bonferroni method at p < 0.05. (B) Representation of the rbsa encoding DNA sequence and the sliding window for the ω rate. The ω rates
within P. vivax (dN/dS) and between the species (KN/KS) are shown. A gene model of the rbsa gene is given below the sliding window, indicating the sites under
purifying selection (green) and positive selection (red). Gene model and numbering were based on the Supplementary Data Sheet 1E alignment.
positive selection signals (positive significant values, Table 4).
A similar result was obtained when P. vivax and all orthologous
sequences from phylogenetically related species were analyzed
(Table 4). The sliding ω (KN/KS) window for this dataset
showed positive selection signatures (ω > 1) towards the 5′-
end, as well as in a region between nucleotide 600 – 1,572
(hereinafter called PvRBSA-B). The region between nucleotide
200 – 600 (hereinafter called PvRBSA-A) had a negative
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selection signal (ω < 1, Figure 2B). Consequently, the gene
was split into two regions (PvRBSA-A and PvRBSA-B) and
dN-dS (as well as KN-KS) were computed again for each one.
No statistically significant values were observed for dN-dS in
either of the two regions (except for the Meta subpopulation,
Table 3). Conversely, positive values (indicator of positive
selection) having a p-value ≤ 0.045 were found in PvRBSA-
B when KN-KS was computed; by contrast, PvRBSA-A had a
negative selection signature (negative values having p > 0.05,
Table 4).
ω rate was then computed for each codon using codon-
based methods. Twenty-one positive selected codons were found
between species whilst another 30 were under negative selection.
Several of the negative selected sites were found in PvRBSA-A
(Figure 2B). A protein blast (using NCBI database with Sal-I
PvRBSA haplotype as query) gave two putative domains in the
TABLE 3 | dN-dS difference within P. vivax.
Population PvRBSA-A (196 - 600 bp) PvRBSA-B (601 – 1,353 bp) Full length gene
dN - dS (se) dN - dS (se) dN - dS (se)
Worldwide isolates 0.0014 (0.0022) 0.0060 (0.0046) 0.0044 (0.0028)
p = 0.255 p = 0.102 p = 0.062
Colombiana 0.0011 (0.002) 0.0050 (0.004) 0.0036 (0.003)
p = 0.318 p = 0.145 p = 0.099
Amazonasb 0.0016 (0.001) 0.0033 (0.005) 0.0027 (0.003)
p = 0.083 p = 0.251 p = 0.177
Chocób 0.0023 (0.002) 0.0050 (0.005) 0.0039 (0.003)
p = 0.161 p = 0.133 p = 0.078
Córdobab 0.0006 (0.004) 0.0036 (0.005) 0.0027 (0.003)
p = 0.441 p = 0.811 p = 0.173
Metab −0.0024 (0.004) 0.0082 (0.003)∗ 0.0045 (0.002)∗
p = 0.248 p = 0.009 p = 0.023
Venezuelaa 0.0015 (0.002) 0.0064 (0.005) 0.0046 (0.003)
p = 0.269 p = 0.120 0.070
Bolívarb 0.0023 (0.002) 0.0058 (0.005) 0.0045 (0.003)
p = 0.166 p = 0.124 p = 0.076
Coastal areab 0.0002 (0.003) 0.0070 (0.006) 0.0047 (0.003)
p = 0.472 p = 0.099 p = 0.081
Non-synonymous substitution rate (dN) and synonymous substitution rate (dS) within P. vivax. se, standard error. ∗Statistically significant values. aPopulations.
bSubpopulations.
TABLE 4 | KN–KS difference between Plasmodium species.
Population RBSA-A (196 – 600 bp) RBSA-B (601 – 1,353 bp) Full length gene
KN – KS (se) KN – KS (se) KN – KS (se)
P. vivax/P. cynomolgi
Worldwide isolates −0.0010 (0.003) 0.0080 (0.005)∗ 0.0053 (0.003)∗
p = 0.372 p = 0.045 p = 0.033
Colombian −0.0030 (0.004) 0.0080 (0.005)∗ 0.0053 (0.003)∗
p = 0.249 p = 0.033 p = 0.032
Venezuela −0.0092 (0.010) 0.0150 (0.006)∗ 0.0090 (0.004)∗
p = 0.188 p = 0.005 p = 0.012
P. vivax/Plasmodium sp.
Worldwide isolates −0.0031 (0.004) 0.0101 (0.005)∗ 0.0068 (0.003)∗
p = 0.234 p = 0.017 p = 0.012
Colombian −0.0064 (0.007) 0.0118 (0.005)∗ 0.0077 (0.003)∗
p = 0.184 p = 0.008 p = 0.007
Venezuela −0.0174 (0.002) 0.0238 (0.006)∗ 0.0152 (0.005)∗
p = 0.167 p = 0.0001 p = 0.001
Non-synonymous (KN) and synonymous (KS) divergence between P. vivax/P. cynomolgi and P. vivax/phylogenetically (P. cynomolgi/P. inui/P. fragile) related species. se,
standard error. ∗Statistically significant values.
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FIGURE 3 | Median-joining network for Colombian and Venezuelan subpopulations. The Figure shows the pvrbsa haplotypes identified from Colombian and
Venezuelan isolates. Some haplotypes were included within another haplotype using the contraction star algorithm (Forster et al., 2001) for simplifying network
interpretation. Each node is a haplotype and its size indicates its frequency. The lines connecting the haplotypes represent the different mutational paths and the
median vectors are the ancestral sequences explaining the relationship and evolutionary origin.
regions having ω < 1 (PvRBSA-A). The first belonged to the
DMP1 domain and the other to a domain containing a LRR.
Recombination is an evolutionary force which can provide
fresh opportunities for overcoming selective pressures to adapt
to new environments and/or hosts by linking (within the
same DNA region) independently arising variants (Perez-
Losada et al., 2015). In fact, it has been observed that
diversity levels increase with recombination rate (Hellmann
et al., 2003; Kulathinal et al., 2008; Rao et al., 2011). Several
tests were thus performed to assess whether this evolutionary
force takes/has taken place in pvrbsa. A linear regression
between LD and nucleotide distance showed that LD decreased
regarding increased nucleotide distance, a pattern expected under
recombination. Statistically significant ZZ values and several
Rm were observed for all populations, thereby confirming
recombination action (Supplementary Data Sheet 2). Two
breakpoints were identified by the GARD method at nucleotides
618 and 1058 (p = 0.0004, nucleotide number base in the Sal-I
sequence) (Figure 2). Recombination was thus taking place at this
locus.
A haplotype network was inferred (Figure 3) and AMOVA
used for assessing whether migration was also involved in
shaping pvrbsa locus diversity (Table 5). Several haplotypes
were shared between populations (Colombia and Venezuela,
i.e. H_4) but also amongst subpopulations (Chocó, Córdoba,
Amazonas, Meta, Bolivar, and the Venezuelan coastal area)
lacking clear population structure (Figure 3). However, some
haplotypes were restricted to particular subpopulations (i.e.
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TABLE 5 | Analysis of molecular variance (AMOVA) analysis and inter-population FST values.
Source of variation % of variation p-value
Between populations (FCT) 2.81 0.064
Amongst subpopulations within populations (FSC) 4.39 0.000∗
Amongst subpopulations (FST) 92.79 0.001∗
FST
Meta Chocó Amazonas Córdoba Bolívar Coastal area
Meta 0.286 0.004 0.007 0.000 0.000
Chocó 0.007 0.000 0.006 0.000 0.001
Amazonas 0.074∗ 0.055∗ 0.000 0.000 0.000
Córdoba 0.041∗ 0.027∗ 0.086∗ 0.000 0.000
Bolívar 0.057∗ 0.049∗ 0.083∗ 0.061∗ 0.146
Coastal area 0.076∗ 0.056∗ 0.094∗ 0.065∗ 0.014
FST was calculated for parasite subpopulations within Colombian and Venezuela. Values close to 0 indicate low genetic differentiation whilst values close to 1 indicate high
genetic differentiation. Values below the diagonal correspond to the FST value and those above the diagonal represent the respective p-values. ∗Statistically significant
values.
FIGURE 4 | PvRBSA reticulocyte binding activity. (A) Purification of full rPvRBSA (F) or its fragments (A and B). The Figure shows each purified molecule analysed by
Coomassie blue staining (lines 2, 4, and 6) or Western blot (lines 3, 5, and 7). MW, molecular weight marker (line 1). (B) rPvRBSA target cell binding assay. DBP-RII
and -RIII/IV indicates positive and negative binding controls, respectively. (C) Binding inhibition assay. The Figure shows the rPvRBSA reticulocyte binding inhibition
percentage using different PvRBSA-A-derived peptides as well as a M. tuberculosis peptide (negative controls). Standard deviation is shown for each assay. C+,
shows the assay just with the rPvRBSA protein (positive control). P1-P6 indicate peptides 40893, 40894, 40895, 40896, 40897, and 40898, respectively. P7 is a
M. tuberculosis peptide (39266) used as negative control. All peptides were pre-incubated with cells before incubating with the complete protein.
H_30, H_23, H_52, H_39) or populations (i.e., H5 - H_8,
H_41, H_46). AMOVA was then used to address population
differentiation (Table 5); analysis showed that the source of
variation was between populations (around 4%, p = 0.00),
the greatest variation (93%) occurring amongst subpopulations
(p = 0.00). The FST had statistically significant values (Table 5).
However, comparing Meta/Chocó (as well as Bolivar/Venezuela’s
coastal area) revealed no statistically significant FST values
(Table 5).
Assessing PvRBSA Functional Regions
It has been shown that immature reticulocytes are P. vivax
target cells, expressing the CD71 receptor abundantly on their
surface (Malleret et al., 2015). Therefore, a reticulocyte-binding
assay was performed by flow cytometry to evaluate whether the
PvRBSA region predicted under negative selection (PvRBSA-A
having a ω < 1) was able to bind to target cells (labeled with
anti-CD71 antibody). First, the full PvRBSA protein and the
PvRBSA-A and PvRBSA-B regions were recombinantly expressed
and obtained in soluble form. Each protein was purified
and recognized by WB using a monoclonal anti-polyhistidine
antibody (Figure 4A). When proteins were incubated with
umbilical cord blood (containing 6–7% reticulocytes), only the
rPvRBSA (m ± SD = 5.5 ± 1.8) and rPvRBSA-A regions
(m ± SD = 13 ± 1.7) bound to a CD71+CD45- cell population
(reticulocytes), unlike the rPvRBSA-B region (Figure 4B). As
can be observed, rPvRBSA and rPvRBSA-A binding activity
had a statistically significant difference compared to negative
control (m ± SD = 2.4 ± 1.3) (Kruskal–Wallis: p = 0.014)
(Figure 4B). Once the PvRBSA functional region’s reticulocyte
interaction activity had been determined, a binding inhibition
experiment was performed with PvRBSA-A-derived peptides
to search for specific regions within this region involved in
interaction with target cells (Figure 4C). Peptide 40898 was
able to inhibit protein-cell interaction by 18% whilst peptide
40894 produced a 35% reduction. Only one peptide (40897)
inhibited rPvRBSA-reticulocyte interaction by more than 50%.
The Mycobacterium peptide was unable to inhibit rPvRBSA
binding activity to reticulocytes. Interestingly, synthesized
peptides 40894 and 40897 were conserved in several P. vivax
isolates and were located in the PRK15370 putative domain
(Figure 2B).
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DISCUSSION
Malaria remains a public health problem in several tropical
and subtropical regions worldwide (WHO, 2017). Although
an antimalarial vaccine appears to be a good cost-effective
intervention which would help in controlling malaria, a fully
effective vaccine has not been developed yet. Since P. vivax
has a complex biology (Galinski et al., 2013) (for instance,
it has tropism for reticulocytes, making it difficult to obtain
a continuous in vitro culture), antigen identification and
characterization for an antimalarial vaccine is a slow task
(Patarroyo et al., 2012). Several antigens suggested as potential
P. vivax vaccine candidates have been characterized, taking
into account the candidates proposed for P. falciparum or
other Plasmodium species (Arevalo-Pinzon et al., 2011, 2013,
2015; Patarroyo et al., 2012; Moreno-Perez et al., 2013).
However, P. vivax and P. falciparum have different features and
this could be the consequence of their different evolutionary
paths. Consequently, several species-specific antigens could be
found in both species. These species-specific antigens could
thus be taken into account when designing an antimalarial
vaccine.
The RBSA has recently been identified in species invading
reticulocytes (P. vivax and P. cynomolgi) suggesting that this
antigen could be specific for invading this kind of host
cell and could therefore be considered a vaccine candidate
when designing an anti-P. vivax malaria vaccine (Moreno-
Perez et al., 2017). However, this antigen appears not to be
exclusive for P. vivax and P. cynomolgi. A Blast search in
whole monkey-malaria lineage genomes showed that pvrbsa
orthologs were also present in species invading normocytes,
such as P. inui and P. fragile (Supplementary Data Sheet 1B).
Since the rbsa gene was present in P. fragile (the most
basal species in monkey-malaria lineage, Figure 1) (Carlton
et al., 2013; Muehlenbein et al., 2015), this gene could
be present in the ancestor of all monkey-malaria parasites
and, because orthologs were not found in P. knowlesi and
P. coatneyi, then it has been lost in some species within this
clade.
The rbsa gene was found as a single copy gene in
P. inui (pirbsa) and P. fragile (pfrbsa), but this gene appears
to be duplicated in P. vivax (pvrbsa) and P. cynomolgi
(pcrbsa). The phylogenetic tree (Supplementary Figure S2)
showed that pvrbsa was closer to pvrbsap than pcrbsa. This
could be the consequence of concerted evolution which can
homogenize duplicate gene fragments (Nei and Rooney, 2005).
However, duplication was incomplete or was found at different
chromosomes; the duplication event must therefore have taken
place after P. vivax and P. cynomolgi divergence. A 4,000 bp
fragment was duplicated at chr3 in P. vivax (it is present
in all P. vivax strain genomes available in the PlasmoDB
database; duplication and pseudogenisation should therefore
have been taking place during early P. vivax evolutionary
history); this duplicate (pvrbsap) lacked the first exon and the
intron (Figure 1) and could, consequently, be a pseudogene.
By contrast, both pcrbsa copies were complete in P. cynomolgi;
in fact, they had 99.91% identity. Furthermore, pcrbsap was
not found at chr3; instead, it was located at chr10. At least
a 10 Mbp were duplicated for this species; however, the
mechanism involved in this large fragment’s duplication at
a different chr is not clear. Likewise, it is not yet clear
whether the high identity found in pcrbsa and pcrbsap has
been due to negative selection acting on both copies or has
been due to a recent duplication event. According to the
aforementioned results, two independent duplication events
must have happened.
On the other hand, the pvrbsa gene was amplified in 167
samples from Colombian and Venezuelan populations. The
derived sequences were analysed together with 65 sequences
from different regions around the world. This gene had length
polymorphism due to repeats located at the 5′-end. Worldwide,
the pvrbsa encoding region had 44 segregating sites (47, taking
encoding and non-encoding regions into account) giving 70
haplotypes (Supplementary Data Sheet 1E). The pvrbsa π
value (0.0080 ± 0.0002) was lower than that observed for
other Mrz surface proteins [pvmsp1, π > 0.05200 (Valderrama-
Aguirre et al., 2011; Garzon-Ospina et al., 2015); pvmsp3α,
π > 0.0349 (Mascorro et al., 2005; Garzon-Ospina et al.,
2015); pvmsp7C, π = 0.0548; pvmsp7H, π = 0.0357; pvmsp7I,
π = 0.0430 (Garzon-Ospina et al., 2012); pvmsp7E, π = 0.0573
(Garzon-Ospina et al., 2014)], but similar to that found in
pvama1 [π = 0.0067 (Gunasekera et al., 2007; Garzon-Ospina
et al., 2015)] and pvdbp [π = 0.0101 (Nobrega de Sousa
et al., 2011)] and higher than pvmsp7 (−A π = 0.0002, −K
π = 0.0025,−F π = 0.0008, and−L π = 0.0006) (Garzon-Ospina
et al., 2011; Garzon-Ospina et al., 2014), pvmsp8 (π = 0.0022)
(Pacheco et al., 2012), pvmsp10 (π = 0.0002) (Garzon-Ospina
et al., 2011; Pacheco et al., 2012), pv12 (π = 0.0004), pv38
(π = 0.0026) and pv41 (π = 0.0037) (Forero-Rodriguez
et al., 2014a,b; Wang et al., 2014) or rhoptry proteins [rap1,
π = 0.00088, rap2, π = 0.00141, and ron4, π = 0.0004 (Garzon-
Ospina et al., 2010; Pacheco et al., 2010; Buitrago et al.,
2016)].
The Venezuelan subpopulations had more genetic diversity
than subpopulations within Colombia regarding this gene
(Table 1); however, the forces causing such diversity seemed
to be similar. The sliding windows for frequency spectrum-
based tests (Supplementary Figure S3) had statistically
significant values within pvrbsa, suggesting that natural
selection seems to be determining the pattern of diversity.
The negative values (p < 0.02) found between nucleotides
100 and 300 (Supplementary Figure S3, numbers based
on Supplementary Data Sheet 1E) in populations and
subpopulations, suggested directional (negative or positive)
selection; this kind of selection decreased diversity and could
have been a consequence of functional constraint. On the other
hand, the 750–940 nucleotide region was under balancing
selection, as suggested by positive values for the frequency
spectrum-based tests for these positions (Supplementary
Figure S3). Directional selection was also identified between
nucleotides 1,000–1,090 in the Colombian subpopulations
whilst balancing selection was also found between nucleotides
1,090–1,200 in the Venezuelan subpopulations (Supplementary
Figure S3).
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Tests based on non-synonymous and synonymous mutations
confirmed natural selection. A percentage of sites under positive
selection were identified in P. vivax and other species regarding
the aBSREL method (Figure 2A). This pattern has also been
observed in other genes, suggesting species-specific adaptation
during parasite evolution (Muehlenbein et al., 2015; Buitrago
et al., 2016; Garzon-Ospina et al., 2016). Evidence of positive
selection was found in PvRBSA-B (Figure 2 and Tables 3, 4),
agreeing with the frequency spectrum-based test results. All this
data (Figure 2, Tables 3, 4, and Supplementary Figure S3)
suggested that non-synonymous mutations were maintained in
populations by balancing (or diversifying) selection, providing
the parasite with an advantage to avoid host immune responses,
as has been proposed for other antigens (Garzon-Ospina et al.,
2012).
Whilst PvRBSA-B could be involved in host immune
evasion, PvRBSA-A might be involved in parasite-host
interaction. Negative values were found in dN-dS and KN-
KS tests; however, they were not statistically significant
(Tables 3, 4). Nevertheless, statistically significant negative
frequency spectrum-based test values were observed. The ω
rate was lower than 1 in this region, several codons being
under negative selection (Figure 2) according codon-based
methods; this suggested that negative selection is/has been
operating in PvRBSA-A and this region therefore seems
to be under functional constraint. This premise was also
supported because two putative domains were inferred within
this region (Figure 2B); one was the DMP1 superfamily
domain which is found in dentin matrix protein 1 acting as
transcriptional component in mammals (Narayanan et al., 2003).
However, how this domain could act in the parasite is not
clear yet.
More interesting was the finding of the PRK15370 domain.
This domain belongs to the NEL superfamily where family
members have an LRR. The LRR has been involved in host-
pathogen interaction (Kedzierski et al., 2004). Just PvRBSA-
A bound when PvRBSA-A and -B recombinant protein
fragments were assessed regarding their ability to bind to
human reticulocytes (Figure 4). The binding percentage for
PvRBSA-A was higher than that for the complete protein,
which has been observed for other invasion-related Plasmodium
parasite antigens (Chitnis and Miller, 1994; Fraser et al., 2001;
Kato et al., 2005; Arevalo-Pinzon et al., 2017). An inhibitory
assay was then performed to identify minimum specific
regions within PvRBSA-A able to inhibit rPvRBSA-reticulocyte
interaction. Two peptides (FPEIRENLTASEESLTSCEE and
ESLAASRESLNDFCGSEESV) were able to decrease rPvRBSA-
reticulocyte interaction. Both peptides were located in the
PRK15370 putative domain, the first located towards the
N-terminal domain whilst the other one was at the end
of this. Remarkably, this region was found in the PvRBSA
repeat region; repeats are usually used by the parasite as
an immune evasion mechanism. Nevertheless, repeats could
also be functionally important, as has been observed in the
CS protein (Aldrich et al., 2012; Ferguson et al., 2014).
The PvRBSA region involved in parasite-host interaction
was thus located between amino acids 76 to 176 (numbers
based on Sal-I protein sequences), FPEIRENLTASEESLTSCEE
and ESLAASRESLNDFCGSEESV peptides (which were fully
conserved in all P. vivax sequences analyzed here) being critical
for binding, meaning that these peptides could be considered in
vaccine development.
The aforementioned results thus suggest that natural selection
is an evolutionary force modulating pvrbsa genetic diversity
whilst negative selection acts at the gene’s 5′-end, the 3′-end
is under diversifying or balancing selection. Nonetheless,
other forces could also be involved. Recombination might
increase diversity by interchanging DNA fragments during
sexual reproduction. LD decreased in pvrbsa as nucleotide
distance increased (Supplementary Data Sheet 2), suggesting
that recombination was/has been taking place in this gene.
Recombination was confirmed by using ZZ, Rm and GARD
method (Supplementary Data Sheet 2), suggesting that
recombination can increase genetic diversity by intra-gene
recombination.
A previous study has suggested that American populations
are structured (Taylor et al., 2013); this pattern has also been
observed in other P. vivax antigens in Colombia (Forero-
Rodriguez et al., 2014a,b; Buitrago et al., 2016), hence
migration was the last force evaluated here. The haplotype
network inferred by using all available sequences did not
have clear structuring; pvrbsa haplotypes were shared by
different countries, even around the world. Several haplotypes
found on the American continent were also present in Asia;
consequently, most haplotypes should have arisen before
P. vivax spread worldwide. Therefore, due to different P. vivax
introductions to America by human migration (Rodrigues
et al., 2018), pvrbsa haplotypes have reached different American
counties. A structured population was not found when a
haplotype network was inferred. In fact, several haplotypes
were shared between Colombia and Venezuela, as well as
amongst all subpopulations (Figure 4); however, AMOVA
suggested that subpopulations were genetically different
(Table 5). Statistically significant values were found for
most comparisons (Table 5) when the fixation index (FST
based on haplotype diversity) was computed. This could
have been the consequence of limited gene flow amongst
Colombian subpopulations or due to local adaptation.
Synonymous and non-synonymous mutations were analysed
independently to try to determine which event(s) led to this
structure (Supplementary Data Sheet 3). Since synonymous
mutations are typically silent, they are considered to follow
neutral expectations and, therefore, they could represent
the demographic history (migration). On the other hand,
non-synonymous mutations are subject to natural selection
and could consequently represent local adaptations. The
synonymous data set showed that Bolívar and Venezuela’s coastal
area in Venezuela as well as the Chocó, Córdoba, Amazonas
and Meta departments in Colombia seem to be genetically
similar populations since non statistically significant FST were
found. However, the non-synonymous data set showed that
all (except Bolívar and Venezuela’s coastal area as well as
Chocó and Meta) subpopulations were genetically different.
This suggested that local adaptation is responsible for the
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observed structure. However, limited gene flow (partly) might
also have provoked such structuring in Colombia. Nevertheless,
migration in Venezuela seems to be/have been an important
force modulating pvrbsa diversity. Further analysis using neutral
markers within Colombia and Venezuela populations could
confirm this issue.
CONCLUSION
Although the RBSA protein has previously been identified as an
antigen exclusive to Plasmodium species invading reticulocytes
(Moreno-Perez et al., 2017), it is actually present in several
monkey-malaria lineage species. The encoding gene should
have been present in the last monkey-malaria parasite common
ancestor and it then became lost in some species (i.e. P. knowlesi
and P. coatneyi). An independent duplication event took
place in P. vivax and P. cynomolgi. The pvrbsa paralog
appears to be a pseudogene whilst the pcrbsa paralog is a
functional gene having just one mutation between pcrbsa and
pcrbsap.
The pvrbsa locus has lower genetic diversity (π = 0.008) than
other Mrz surface proteins (Mascorro et al., 2005; Valderrama-
Aguirre et al., 2011; Garzon-Ospina et al., 2012, 2014); this
diversity is modulated by natural selection, recombination and
migration (the latter for Venezuela but not for Colombia).
According to Tajima, Fu and Li, KN-KS and codon-based tests
the RBSA’s C-terminal end (PvRBSA-B) is under balancing
(or diversifying) selection, likely due to this region being
involved in immune response evasion whilst PvRBSA-A is
under directional selection due to a functional/structural
constraint (ω < 1). The latter region has the PRK15370
putative domain (characterized by an LRR) and is involved
in host-parasite interaction according to binding assays.
Inhibition assays showed that two PRK15370 domain-derived
peptides which were conserved in P. vivax isolates have
been particularly involved in the specific interaction between
PvRBSA and reticulocytes. Thus, these minimum regions could
be considered when designing a fully effective anti-P. vivax
vaccine.
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